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I   
I.1 
Einleitung 
Ansätze zur Produktion rekombinanter Proteine 
In zahlreichen Bereichen naturwissenschaftlicher Forschung, angewandter Medizin und pro-
duktverarbeitender Industrie stellen rekombinante Proteine essentielle Werkzeuge dar. Die 
möglichen Applikationen sind breit gefächert und reichen von der Nutzung industrieller 
Enzyme, wie Phytase oder Transglutaminase mit Anwendung in der Nahrungsmittel- und 
Futterindustrie (Vohra und Satyanarayana, 2003; Verwoerd et al., 1995; Collighan et al., 
2002, Claparols et al., 2004) oder Cellulase zur Gewinnung erneuerbarer alternativer 
Energien (Kadam, 1996; Ziegler et al., 2000) bis hin zur Anwendung pharmazeutisch rele-
vanter Stoffe wie Antikörper (Fischer und Emans, 2000; Stoger et al., 2002a; Schillberg et al., 
2002; Fischer et al., 2003; Gomord et al., 2004; Rudolph, 1999), Impfstoffe (Walmsley und 
Arntzen, 2000; Mason et al., 2002) oder Biomaterialien (Bulleid et al., 2000; Scheller et al, 
2004) für Diagnostik und Therapie. Durch die Erfolge bei der Identifizierung und Charak-
terisierung neuer Zielproteine mit unterschiedlichsten biologischen Funktionen und im 
Rahmen der Entwicklung neuer Strategien zur Bekämpfung diverser Krankheiten steigt der 
Bedarf an größeren Mengen des zu untersuchenden Proteins kontinuierlich. 
Die Bereitstellung von rekombinanten Proteinen für verschiedene Anwendungsbereiche ist 
ein zentrales Anliegen der modernen Biotechnologie. Für die entsprechende Umsetzung 
stehen unterschiedliche heterologe Expressionssysteme zur Verfügung, die sich jeweils durch 
bestimmte Vorzüge und Nachteile auszeichnen. Die Identifizierung des geeignetsten Produk-
tionssystems und die Optimierung der Proteinquantität und -qualität sind daher die zentrale 
Bereiche in der biotechnologischen Forschung. 
Die Wahl des Expressionssystems wird neben der Komplexität des rekombinanten Proteins 
und den daraus resultierenden ko- und posttranslationalen Anforderungen, die per se an das 
Expressionssystem gestellt werden, aber auch durch die Applikationsbereiche des Proteins, 
den Produktionsmaßstab und die technische Ausstattung bestimmt. Darüber hinaus besteht bei 
einer anwendungsorientierten Forschungsausrichtung auch die Notwendigkeit, ökonomische 
und regulatorische Faktoren bei der Entscheidungsfindung zu berücksichtigen. 
Die bakterielle Expression rekombinanter Proteine wird meist in E. coli durchgeführt 
(Baneyx, 1999; Choi und Lee, 2004). E. coli ist der wichtigste Wirtsorganismus in der 
Molekularbiologie, in dem mit Insulin 1982 das erste rekombinante Protein mit therapeu-
tischer Anwendung produziert wurde (Walsh, 1998) und dem eine Vielzahl weiterer Proteine 
folgte. Zu den wesentlichen Vorteilen dieses bakteriellen Expressionssystems zählen: (1) 
einfache genetische Manipulation und Kultivierung des Organismus, die im Labormaßstab 
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mit einfachster Ausrüstung erfolgen kann; (2) durch die langjährige Nutzung des Systems 
generierte optimierte Expressionsstämme und Promotorsysteme, die eine hohe und kontrol-
lierte Expression von Fremdproteinen erlauben; (3) eine Vielzahl von etablierten Reinigungs-
protokollen; (4) die bereits erfolgreiche Nutzung des Systems für die Produktion im 
Großmaßstab. Dennoch weist das bakterielle Expressionsystem auch eine Reihe von Nach-
teilen auf, zu denen insbesondere die Bildung unlöslicher Proteinaggregate („inclusion 
bodies“) bzw. die Degradationsprozesse als Reaktion auf zu hohe Expressionsraten oder toxi-
sche Effekte des Fremdproteins zählen (Makrides, 1996). Auch müssen die Endotoxine, die 
von den Bakterien gebildet werden, bei der Reinigung des Proteins entfernt werden. 
Außerdem ist das Spektrum an Proteinen, die bakteriell hergestellt werden können, äußerst 
begrenzt, denn eine Vielzahl von notwendigen posttranslationalen Prozessierungsschritten – 
wie die Ausbildung der korrekten Proteinfaltung, proteolytische Prozessierungen oder die 
Glykosylierung entsprechender Sequenzmotive – erfolgt nur teilweise bzw. gar nicht 
(Baneyx, 1999). Somit stellt das bakterielle Expressionssystem für die schnelle Gewinnung 
einfacher Proteine eine attraktive Option dar, doch ist es zur authentischen Produktion vieler 
eukaryotischer Proteine ungeeignet. 
Zur Herstellung komplexer Proteine werden bevorzugt eukaryotische Wirtsorganismen 
genutzt. Die wichtigste Gruppe der niederen eukaryotischen Expressionssysteme stellen die 
Hefen mit den Vertretern Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris und Hansenula 
polymorpha dar (Cereghino und Cregg, 1999, Fischer et al., 1999a). Die Kombination 
wesentlicher Vorteile des Einzeller-Systems (v.a. etablierte, schnelle genetische Manipulation 
und einfache Kultivierung) mit dem Vorhandensein eines eukaryotischen Proteinsynthese-
apparates zur Ausführung diverser posttranslationaler Schritte (wie z.B. der Ausbildung von 
Disulfidbrücken und Glykosylierungen) macht die Attraktivität dieses Produktionssystems 
aus. Darüber hinaus erlauben hohe Expressionsraten und die Möglichkeit von Hochzelldichte-
fermentationen die Produktion ausreichender Proteinmengen unter kontrollierten Bedingun-
gen nach cGMP („certified Good Manufacturing Practice“). Ein wesentlicher Nachteil des 
Hefeexpressionssystems ist jedoch die ausgeprägte Neigung zur Fehl- bzw. Hyperglykosylie-
rung rekombinanter Proteine (Eckart und Bussineau, 1996), so daß die Produktqualität 
oftmals nicht zufriedenstellend ist. Außerdem ist die Wirtschaftlichkeit des Systems aufgrund 
der hohen patentrechtlichen Reglementierungen teilweise nicht gegeben. 
Die Gewinnung monoklonaler Antikörper und anderer hochwertiger pharmazeutischer 
Proteine wird heutzutage bevorzugt in Hybridoma-, Insekten- oder Säugetierzellkulturen 
durchgeführt (Birch und Froud, 1994; Ikonomou et al., 2003); so wird die Mehrheit der von 
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der FDA („Food and Drug Administration“) zugelassenen rekombinanten Antikörper in CHO 
(„Chinese Hamster Ovary“) Zellen produziert (Gomord, et al., 2004). Tierische Zellkulturen 
werden in geschlossenen Produktionssystemen kultiviert, so daß die Produktion rekombi-
nanter Proteine entsprechend der regulatorischen cGMP Richtlinien durchgeführt werden 
kann. Die Anforderungen an die technische Ausrüstung und personelle Ausstattung sind 
jedoch sehr hoch; daher ist die Proteinproduktion in diesen Expressionssystemen stets mit 
einem deutlichen Kostenaufwand verbunden. Die Gefahr der Kontamination des Proteins mit 
Human- und Tierpathogenen, Prionen, viralen oder onkogenen Sequenzen stellt einen 
wesentlichen Nachteil tierischer Zellkulturen dar. Eine sichere Entfernung dieser gesundheits-
schädlichen Komponenten erfordert einen enormen Reinigungsaufwand, der strengen 
Kontrollen unterliegen muß und der die Rentabilität ebenfalls negativ beeinflußt. Trotz der 
extrem hohen Kosten für die Etablierung und Kultivierung tierischer Zellkulturen genießt 
dieses tierische Produktionssystem eine hohe Akzeptanz, da es nach dem heutigen Kenntnis-
stand das größte Maß an Authentizität glykosylierter rekombinanter Proteine gewährleisten 
kann (Grabenhorst et al. 1999; Altmann et al., 1999). Nicht nur die hohen Produktionskosten, 
sondern auch die geringe Herstellungskapazität tierischer Zellkulturen und die äußerst 
begrenzten Möglichkeiten einer wirtschaftlichen Erweiterung des Produktionsmaßstabes 
erfordern jedoch die Nutzung alternativer Expressionssysteme, die große Mengen an 
komplexen Proteinen in aktiver Form möglichst kostengünstig bilden können. Zu diesen 
alternativen Expressionssystemen zählen transgene Tiere und transgene Pflanzen. In Analogie 
zur klassischen Landwirtschaft wird die Produktion pharmazeutischer Proteine in diesen 
beiden Expressionsystemen als „molecular farming“ bezeichnet. 
Die Expression rekombinanter Proteine in transgenen Tieren erfolgt meist unter Kontrolle 
gewebespezifischer Promotoren in Körperflüssigkeiten wie Milch, Blut oder Urin (Houde-
bine, 2000), wobei die Milchsekretion den vielversprechendsten Produktionsansatz darstellt 
(Rudolph, 1999). Bereits über 100 verschiedene therapeutisch relevante Proteine wurden in 
der Milch unterschiedlicher Wirtsorganismen – Kühe, Ziegen, Schafe, Schweine, Kaninchen 
oder Mäuse – produziert, wobei die Milchsekretion bezüglich der erzielten Ergebnisse das 
geeignete System für die kostengünstige Herstellung großer Mengen rekombinanter Anti-
körper darstellt (Pollock et al., 1999, Houdebine, 2002). Einige der in transgenen Tieren 
produzierten therapeutischen Proteine sind bereits in klinischen Studien getestet worden 
(Larrick und Thomas, 2001). Neben den teilweise vielversprechenden Expressionsraten, die 
im Bereich von mehreren mg Protein pro ml Milch liegen können, ist auch die ausgezeichnete 
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Produktqualität aufgrund der korrekten Faltung und Prozessierung des Proteins ein 
wesentlicher Vorteil dieses Expressionssystems. 
Der Einsatz transgener Tiere zur Produktion rekombinanter Proteine ist jedoch ohne 
Zweifel mit hohen ethischen Bedenken von Seiten der Öffentlichkeit behaftet. Auch der 
beachtliche Kostenaufwand und die niedrige Erfolgsquote bei der Generierung eines 
transgenen Tieres sowie dessen genetische Instabilität müssen bei der Bewertung dieses 
Expressionssystems berücksichtigt werden. Des weiteren muß eine recht große Zeitspanne 
zwischen der Transformation und der eigentlichen Produktion des Proteins in Kauf 
genommen werden, die je nach Wirtsorganismus 18 bis 33 Monate bzw. 57 Monate bei 
männlichen Transgenen betragen kann. Eine schnelle Erhöhung der Produktionskapazitäten 
ist aufgrund der geringen Anzahl an Nachkommen bei transgenen Tieren nicht möglich.  
Seit einigen Jahren werden rekombinante therapeutische Proteine verstärkt in pflanzlichen 
Expressionssystemen produziert (Hood und Jilka, 1999; Fischer und Emans, 2000; Giddings 
et al., 2000; Daniell et al., 2001b; Larrick und Hood, 2001; Ma et al., 2003). Das Potential 
von Pflanzenzellen zur Expression und Assemblierung komplexer Proteine wurde bereits vor 
15 Jahren mit der Bildung eines funktionalen Vollängenantikörpers in Tabak erbracht (Hiatt 
et al., 1989; Düring et al., 1990). Seitdem wurden über 100 rekombinante Proteine unter-
schiedlichster Klassen in verschiedenen Pflanzenspezies produziert, und die ersten in Pflanzen 
exprimierten technischen und diagnostischen Proteine – Avidin, β-Glucuronidase und Tryp-
sin – werden bereits kommerziell vertrieben (Kusnadi et al., 1998; Woodard et al., 2003). 
Neben der Fähigkeit zur Produktion und Glykosylierung komplexer Proteine weist das pflanz-
liche Expressionssystem weitere Vorteile bei der Gewinnung rekombinanter Proteine auf; zu 
diesen zählen: (1) die hohe biologische Sicherheit, da Kontaminationen mit Human- und 
Tierpathogenen oder Prionen ausgeschlossen werden können; (2) die kostengünstige Produk-
tion hoher Mengen an rekombinantem Protein, da die Kosten um den Faktor 10 bis 300 
niedriger eingeschätzt werden als bei der Produktion in Mikroorganismen oder Säugetierzell-
kulturen (Kusnadi et al., 1997; Daniell et al., 2001b); (3) die hohe Flexibilität in bezug auf die 
Produktionskapazität und das enorme Potential beim Ausbau des Produktionsmaßstabes; (4) 
die Möglichkeit der Lagerung der rekombinanten Proteine in pflanzlichen Speicherorganen 
(Artsaenko et al., 1998; Stoger et al., 2000). Nachteilig wirken sich vor allem zu geringe 
Expressionsraten und die unzureichende Kenntnis über effiziente Aufarbeitungsstrategien zur 
kostengünstigen Produktreinigung aus. Die Erforschung der Pflanze als Expressionssystem 
befindet sich noch in einem frühen Stadium, so daß Strategien zur Wahrung des 
„containment“ bei Freilandproduktion (Commandeur et al., 2003; Mascia und Flavell, 2004) 
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und zur Gewährleistung der Produktqualität (Miele, 1997) vielfach noch entwickelt bzw. 
optimiert werden müssen. Außerdem werden die Auswirkungen pflanzlicher Glykosylie-
rungsmuster kontrovers diskutiert, da diese teilweise nicht identisch mit den humanen Glyko-
sylierungsmustern sind und ihnen eine potentielle Immunogenizität zugeschrieben wird 
(Lerouge et al., 1998; Cabanes-Macheteau et al., 1999; Chargelegue et al., 2000; Bardor 
et al., 2003; Gomord et al., 2004). 
Die wichtigsten Merkmale der vorgestellten Expressionssysteme zur Produktion rekombi-
nanter Proteine werden in Tabelle 1 zusammengefaßt. 
Tab. 1: Verschiedene Expressionssysteme zur Produktion rekombinanter Proteine. 
 Bakterien Hefen tierische 
Zellkultur 
transgene 
Tiere 
transgene 
Pflanzen 
Zeitfaktor zur 
Etablierung des 
Systems 
gering mittel hoch sehr hoch hoch 
Produktionskosten mittel mittel hoch hoch gering-mittel 
Erhöhung der 
Kapazität 
hoch hoch sehr begrenzt begrenzt sehr hoch 
Lagerung -20°C -20°C N2 N2 RT 
Proteinkomplexizität 
(Bsp. Ak Formate) 
Fab Fab IgG, IgM IgG IgG, sIgA 
Glykosylierung keine inkorrekt korrekt korrekt geringe 
Abweichungen 
typische 
Proteinausbeute 
 [mg x l-1] 
* >1000 * 100-1000 * Säugetierzellen: 
10-50 
* Insektenzellen: 
1-10 
*1 500-5000 
(Milchsekretion) 
*2 Pflanzen: 
< 0,1-1% TSP 
(entspricht etwa 
10-100 mg x kg-1 
FLW Tabak) 
* pflanzliche 
Zellkulturen: 0,1-1 
Kontaminations- 
risiko 
Endotoxine geringes 
Risiko 
Viren, Prione, 
onkogene DNA 
Viren, Prione, 
onkogene DNA 
geringes Risiko 
Biotech Firmen 
(Auswahl) 
 
GenWay Biotech 
Inc. 
Genentech 
ATG Laboratoires 
Paragon 
Bioservices 
Biological Mimetics 
Paragon 
Bioservices 
ApoLife, Inc. 
GenWay Biotech 
Inc. 
Paragon 
Biosevices 
Cell Trends 
ATG Laboratoires 
Biological Mimetics 
Genentech 
Nexia 
Biotechnologies 
GTC Biotherapeutics 
PPL Therapeutics 
Abgenix 
Pharming 
Planet 
Biotechnology Inc. 
ProdiGene 
Greenovation 
Biotech GmbH 
SemBioSys 
Medicago Inc. 
Meristem 
Therapeutics 
Phytomedics, Inc. 
Epicyte 
Pharmaceuticals 
Chlorogen 
(Tabelle modif. nach Gomord et al., 2004; * = Werte nach James und Lee, 2001; *1 = Werte nach Rudolph, 
1999; *2 = Werte nach Ma et. al., 2003; TSP: extrahierbares lösliches Protein („total soluble protein“); FLW: 
Frischgewicht Blatt („fresh leaf weight“)) 
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I.2 Pflanzen als Produktionssystem für rekombinanter Proteine 
I.2.1 Pflanzliche Expressionssysteme 
Bereits vor mehr als 15 Jahren wurden die ersten rekombinanten Antikörper in Tabakpflanzen 
hergestellt, und nach wie vor ist Tabak die wichtigste Pflanzenspezies zur Untersuchung der 
Expression rekombinanter Proteine im Labormaßstab (Fischer und Emans, 2000; Ma et al., 
2003). Es existieren ausgereifte Techniken zur Transformation, die eine leichte genetische 
Manipulation erlauben, und eine Vielzahl von Signalsequenzen und regulatorischen Elemen-
ten zur optimierten Genexpression sind bekannt. Mit Tabak kann eine hohe Biomasse inner-
halb kurzer Zeit erzielt werden – 100.000 kg pro Hektar (Ma et al., 2003) – und die Mög-
lichkeit einer schnellen Anpassung der Produktionskapazität ist ausgezeichnet, da eine Tabak-
pflanze etwa 3000 Samen pro Kapsel produziert. Außerdem ist Tabak weder Nahrungsmittel 
noch Futterpflanze („non-food non-feed crop“), so daß die Gefahr eines Eintrages von trans-
genem Material in die Nahrungskette gering ist. Diese Vorteile machen Tabak auch aus 
kommerzieller Sicht zu einem attraktiven Expressionssystem, das von mehreren Biotech-Un-
ternehmen als Produktionsplattform genutzt wird (Planet Biotechnology Inc. und Meristem 
Therapeutics; Fischer et al., 2004). Der erhebliche Gehalt an Nikotin und anderen Alkaloiden 
wirkt sich jedoch nachteilig auf das System aus, da die Entfernung dieser toxischen Stoffe bei 
der Reinigung des Produktes gewährleistet sein muß (Miele, 1997). Zudem erfordern die 
begrenzte Lagerungsfähigkeit von Tabakblättern und die Gefahr der Degradation und Modi-
fikation des rekombinanten Proteins, die im wasserreichen Blattmaterial stets gegeben ist, 
eine unmittelbare Prozessierung des geernteten Pflanzenmaterials, so daß Anbau und Aufbe-
reitung in möglichst enger räumlicher Nähe durchgeführt werden müssen. Die geringe 
Proteinstabilität ist ein generelles Problem aller pflanzlichen Expressionssysteme, bei denen 
die Proteinproduktion im Blattgewebe erfolgt. Weitere biotechnologisch wichtige Pflanzen-
arten, die dieser Gruppe angehören, sind Kopfsalat (Kapusta et al., 1999 und 2001), Spinat 
(Modelska et al., 1998; Yusibov et al., 2002) und Luzerne (Khoudi et al., 1999; Widorovitz 
et al., 2004). Letztere findet ebenfalls bereits kommerzielle Anwendung (Medicago Inc., 
Fischer et al., 2004). 
Die Expression rekombinanter Proteine wird auch in monokotyledonen Pflanzen realisiert, 
wobei Mais (Kusnadi et al., 1998; Zhong et al., 1999; Woodard et al., 2003), Reis (Torres 
et al., 1999; Stoger et al., 2000), Weizen (Stoger et al., 2000) und Soja (Zeitlin et al., 1998) 
zu den wichtigsten Vertretern zählen. Voraussetzung für die erfolgreiche Nutzung dieser 
Pflanzen war die Optimierung der entsprechenden Transformationsprotokolle (Christou, 
1996). Bald darauf konnte gezeigt werden, daß verschiedene therapeutische Proteine in den 
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Samen und Körnern gebildet werden und zudem äußerst stabil in diesen vorliegen. Die 
Akkumulation des Proteins in den Samen und Körnern, aber auch der sichere Schutz vor 
Degradation erlaubt die Lagerung des transgenen Materials bei Raumtemperatur über längere 
Zeiträume – bis zu Jahren – ohne Verlust der Funktionalität des rekombinanten Proteins. 
Diese beachtliche Proteinstabilität wurde für die Samen von monokotyledonen und auch 
dikotyledonen Pflanzen beschrieben (Stoger et al., 2002b; Fiedler und Conrad, 1995). Das zur 
Zeit erfolgreichste Expressionssystem zur Produktion therapeutischer Proteine in Samen und 
Körnern ist ohne Zweifel die Maispflanze; die ersten kommerziell vertriebenen technischen 
Proteine pflanzlichen Ursprungs – Avidin, β-Glucoronidase und Trypsin – werden aus Mais-
körnern gewonnen (ProdiGene Inc.; Hood et al., 1997; Witcher et al., 1998; Woodard et al., 
2003). Die geringe biologische Sicherheit von Mais ist jedoch ein nicht zu vernachlässigender 
Nachteil, denn Mais ist nicht nur eine Futterpflanze und kann die Nahrungskette direkt konta-
minieren, er vermehrt sich auch über Windbestäubung, so daß die Gewährung des 
„containment“ bei Freilandproduktion nur schwer eingehalten werden kann (Commandeur 
et al., 2003). 
Ähnlich den transgenen Tabaksamen und Maiskörnern sind auch die Knollen von 
Kartoffelpflanzen zur Anreicherung rekombinanter Proteine geeignet und können bei kühler 
Lagerung für einen Zeitraum von einigen Monaten problemlos aufbewahrt werden (Artsaenko 
et al., 1998). Kartoffeln eignen sich sich nicht nur zur Produktion von Antikörpern (Artsaenko 
et al., 1998; De Wilde et al., 2002), sondern auch als Modellpflanze zur Herstellung von 
Impfstoffen, da Kartoffelknollen in begrenztem Umfang roh verzehrt werden können (Tacket 
et al., 1998; Mason et al., 1998; Mason et al., 2002). Im Rahmen der Herstellung eßbarer 
Impfstoffe („edible vaccines“) werden eine Reihe alternativer Pflanzen transformiert und 
analysiert. Neben Tabak und Kartoffel seien Banane (Sala et al., 2003) und Tomate 
(McGarvey et al., 1995; Jani et al., 2002) als weitere wichtige pflanzliche Produktions-
systeme in diesem Zusammenhang genannt. 
Pflanzliche Zellkulturen stellen ein weiteres wichtiges Expressionssystem dar, in dem 
rekombinante Proteine unter kontrollierten Bedingungen in geschlossenen Systemen den 
cGMP Anforderungen entsprechend produziert werden können. Suspensionskulturen wurden 
von verschiedenen Pflanzenspezies etabliert, u.a. aus Tabak (Nagata et al., 1992; Firek et al., 
1993), Reis (Torres et al., 1999; Terashima et al., 1999), Luzerne (Daniell und Edwards, 
1995) oder Soja (Hoehl et al., 1988; Li et al., 1997). Alternativ können rekombinante Proteine 
auch in sogenannten „hairy root“ Kulturen produziert werden (Wongsamuth und Doran, 1997; 
Sharp und Doran, 2001a/b). Im Unterschied zu den klassischen pflanzlichen Suspensions-
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zellkulturen, die in der Regel in kleinen Aggregaten von 2 bis 100 Zellen wachsen, setzen sich 
„hairy root“ Kulturen, die aus Wurzelgewebe transgener Pflanzen generiert werden, nicht aus 
undifferenzierten Zellen zusammen und weisen eine wurzelähnliche Morphologie auf. 
Der Tabaksuspensionskultur BY-2 („Bright Yellow 2“; Kato et al., 1972) kommt eine 
besondere Bedeutung bei der rekombinanten Proteinexpression in Pflanzenzellen zu (Nagata 
et al., 1992). Im Unterschied zu anderen pflanzlichen Suspensionskulturen beträgt die 
Generationszeit dieses Nikotin-freien Tabakkultivars (Nagata et al., 1992) weniger als 
24 Stunden (16 h nach Nagata et al., 1992). Das Wachstum in Suspensionskultur zeichnet 
sich außerdem durch hohe Homogenität aus, so daß fermentationstechnische Prozessfüh-
rungen erfolgreich durchgeführt werden können (Hellwig, 2000; Schmale, 2002). Außerdem 
lassen sich BY-2 Zellen durch Kokultivierung mit rekombinanten Agrobakterien leicht 
transformieren, und die Expression des Fremdgens kann bereits nach sechs bis acht Wochen 
durch Analyse der transgenen BY-2 Kalli überprüft werden (Fischer et al., 1999b). Die 
Möglichkeit der Sekretion rekombinanter Proteine ins Kulturmedium pflanzlicher Suspen-
sionskulturen ist von Vorteil für die anschließende Produktaufarbeitung. Zwar liegt die Aus-
schlußgrenze der pflanzlichen Zellwand nach Carpita et al. (1979) bei 20-30 kDa, doch wurde 
die Sekretion von rekombinanten Proteinen mit einer Größe von bis zu 75 kDa (Sijmons 
et al., 1990; Magnuson et al., 1996; Kwon et al., 2002) bzw. von assemblierten Vollängen-
antikörpern (Sharp und Doran, 2001a) beschrieben. Aufgrund der Kultivierung in Schüttel-
kolben oder Bioreaktoren steigen die Produktionskosten allerdings deutlich, und die erreich-
baren Expressionsraten in pflanzlichen Zellkulturen sind meist sehr gering (Doran, 2000; 
James und Lee, 2001). Nach heutigem Kenntnisstand eignen sich pflanzliche Suspensions-
kulturen zwar prinzipiell zur Produktion therapeutischer Proteine unter kontrollierten 
Bedingungen – dies stellt einen wesentlichen Vorteil bei der Herstellung therapeutischer 
Proteine dar – doch ist eine Wirtschaftlichkeit des Systems im Vergleich zu intakten Pflanzen 
in keinster Weise gegeben, so daß das System für die kommerzielle Produktion pharma-
zeutischer Proteine zur Zeit noch nicht geeignet ist. 
I.2.2 Pflanzliche Expressionsstrategien 
Die Wahl des pflanzlichen Zellkompartimentes, in dem das rekombinante Protein angerei-
chert werden soll, bestimmt in hohem Maße die maximale Proteinausbeute (Fiedler et al., 
1997; Schouten et al., 1996; Stoger et al., 2000; Vaquero et al., 2002). Das Zytosol ist 
aufgrund der reduzierenden Bedingungen und dem Vorhandensein zahlreicher Proteasen – bis 
auf wenige Ausnahmen (Witcher et al., 1998) – zur Akkumulation hoher Proteinmengen 
ungeeignet (Schouten et al., 1996; Conrad und Fiedler, 1998). Wird das Protein dagegen unter 
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Verwendung tierischer oder pflanzlicher Sekretionssignalsequenzen in den apoplasmatischen 
Raum geleitet, durchläuft es die gesamte sekretorische Prozessierungsmaschinerie, die seine 
korrekte Faltung und Assemblierung sowie seine Glykosylierung erlauben. Die sekretierte 
Expression ist eine besonders beliebte Strategie für die Produktion in Suspensionszellen, da 
das rekombinante Protein direkt aus dem Kulturüberstand aufgearbeitet werden kann 
(Magnuson et al., 1996 und 1998; Terashima et al., 1999; Sharp und Doran 2001a/b). Alter-
nativ können rekombinante Proteine durch Anhängen der C-terminalen Retentionsmotive 
HDEL oder KDEL im endoplasmatischen Retikulum (ER) der Pflanzenzelle zurückgehalten 
werden (Denecke et al., 1992). Proteaseaktivitäten sind im ER gering, und das Zellkompar-
timent bietet ein oxidierendes Milieu sowie die konzentrierte Anwesenheit von molekularen 
Chaperonen. Diese Faktoren begünstigen die Bildung funktionaler rekombinanter Proteine in 
hohen Mengen, die in der Regel um den Faktor 2 bis 10 über denen der sekretierten Protein-
lokalisation liegen (Fiedler et al., 1997; Schillberg et al., 2002; Kang et al., 2004). Aufgrund 
der hohen Proteinstabilität wird die ER-retardierte Proteinlokalisation bei der Expression von 
Antikörpern sowohl in Blattgewebe als auch in Samen und Körnern bevorzugt genutzt 
(Fiedler et al., 1997; Conrad und Fiedler, 1998; Stoger et al., 2000). 
Die Herstellung stabil tranformierter Pflanzen ist einer der zeit- und kostenintensivsten 
Schritte auf dem Weg zur Produktion rekombinanter Proteine. Je nach Pflanzenart und 
Transformationstechnik – Agrobakterien-vermittelter Gentransfer (Koncz und Schell, 1983) 
oder Partikelbeschuß (Christou, 1993) – beträgt die Zeitspanne zwischen nukleärer Trans-
formation und Analyse der Proteinbildung je nach Pflanzenspezies im günstigsten Fall drei 
Monate, mitunter aber auch bis zu zwei Jahre (Twyman et al., 2003). Rekombinante Proteine 
können jedoch auch transient in Pflanzen exprimiert werden, so daß die Analyse der Protein-
expression bereits nach wenigen Tagen bis Wochen erfolgen kann (Fischer et al., 1999d). Das 
Blattmaterial wird entweder durch Applikation rekombinanter Viruspartikel (Scholthof et al., 
1996) oder durch Infiltration mit rekombinanten Agrobakterien (Kapila et al., 1996) transfor-
miert, ohne daß die genetische Information stabil ins Pflanzengenom integriert. Das transiente 
Expressionssystem eignet sich zur Überprüfung der Konstruktfunktionalität und zum Nach-
weis der prinzipiellen Eignung des gewählten pflanzlichen Systems. Da die erreichbaren 
Expressionsraten meist hoch sind und über denen der stabilen Transformationen liegen, kann 
das transiente Expressionssystem auch zur Produktion von Proteinmengen im mg-Bereich 
genutzt werden. Proteinmengen in dieser Größenordnung sind ausreichend für die Durch-
führung diverser biochemisch-analytischer Untersuchungen oder erster präklinischer Studien 
(Vaquero et al., 2002; Twyman et al., 2003). Sowohl das virale Vektorsystem als auch die 
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transiente Agroinfiltration werden zur Produktion rekombinanter Proteine von Biotech-Unter-
nehmen (BioSource Technologies; Medicago Inc.) genutzt. 
Eine weitere alternative Expressionsstrategie stellt die Transformation des Chloroplasten-
genoms (Plastomtransformation) dar. Sie wird meist durch Partikelbeschuß realisiert und die 
stabile Genintegration erfolgt durch homologe Rekombination zwischen definierten Sequenz-
bereichen des Chloroplastengenoms und komplementären Sequenzen der transformierten 
DNA (Maliga, 2002). Durch wiederholte Selektion auf Antibiotikaresistenz werden homo-
plasmische Transformanten hergestellt, bei denen die Expressionskassette in allen Chloro-
plastengenomen – bis zu 10.000 Genome und pro Pflanzenzelle – integriert vorliegt. Auf-
grund der gerichteten Integration des Fremdgens werden keine Positionseffekte beobachtet, 
und die Transformanten zeigen einheitliche Expressionsraten. Auch wurde das im Pflanzen-
system verbreitete Phänomen des „gene silencing“ für transplastome Pflanzen noch nicht 
beobachtet (Bock, 2001; Daniell et al., 2002). Durch plastidäre Expression können zwar 
ausschließlich unglykosylierte Proteine produziert werden, doch stellt die Ausbildung von 
Disulfidbrücken und die Assemblierung von Untereinheiten kein Problem für das System dar. 
Die extrem hohen Proteinmengen, die für die plastidäre Expression verschiedener therapeu-
tischer Proteine beschrieben wurden (Staub et al., 2000; Daniell et al., 2001a; Fernandez-San 
Millan et al., 2003; Tregoning et al., 2003; Molina et al., 2004), sprechen für das Potential, 
das in diesem sehr jungen Expressionssystem steckt, wenngleich die Plastomtransformation 
zur Zeit nur an Tabakpflanzen und der Alge Chlamydomonas reinhardtii routinemäßig voll-
zogen werden kann. 
I.2.3 In pflanzlichen Systemen produzierte pharmazeutische Proteine 
Die Eignung pflanzlicher Expressionssysteme zur Produktion rekombinanter Proteine unter-
schiedlichster Komplexität ist hinreichend bekannt und die Anzahl der pharmazeutischen 
Proteine, die funktional in Pflanzenzellen hergestellt werden konnten, immens. Sie umfaßt 
unterschiedlichste Stoffklassen von rekombinanten Antikörpern (Ma und Hein, 1995), 
Hormonen (Staub et al., 2000), Zytokinen (Magnuson et al. 1998) und Plasmaproteinen 
(Sijmons et al., 1990) über diagnostische und therapeutische Enzyme (Kusnadi et al., 1998; 
Gruber et al., 2001) bis hin zu Impfstoffen (Mason et al., 1992) und Biopolymeren (Ruggiero 
et al., 2000). Der Übersichtlichkeit halber soll eine Einteilung in die folgenden Gruppen 
vorgenommen werden: (1) Antikörper, (2) Impfstoffe, (3) Biopharmazeutika und pharma-
zeutische Intermediate sowie (4) industrielle Proteine. 
Zur Gruppe der Antikörper sind die Vollängenantikörper (IgA, IgG, IgM, sekretorischer 
IgA) und die diversen rekombinanten Antikörperfragmente und Fusionen (Fab, F(ab)`2, scFv, 
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Diabody, dAb etc.) zu zählen, deren Produktion sowohl in glykosylierter als auch in 
nicht-glykosylierter Form in Pflanzen erfolgen kann (Larrick und Thomas, 2001; Stoger et al., 
2002a; Schillberg et al., 2002; Fischer et al., 2003; Gomord et al., 2004). Antikörper finden 
Anwendung in vielen Bereichen der biomedizinischen Forschung, Diagnostik und Therapie. 
Der Bedarf an hohen Mengen dieser wertvollen Biomoleküle steigt kontinuierlich und wird in 
Kürze nicht mehr von den etablierten Produktionssystemen gedeckt werden können. In 
Pflanzen produzierte Antikörper, sogenannte „Plantibodies“, eröffnen die Option, das abseh-
bare Produktionsdefizit an rekombinanten Antikörpern zu überwinden. Die ersten rekombi-
nanten Antikörper pflanzlichen Ursprungs, deren Wirksamkeit in klinischen Studien unter-
sucht wird, dienen der Prävention von dentaler Karies (Ma et al., 1998) bzw. der Übertragung 
von Herpes (Zeitlin et al., 1998). Einige weitere „Plantibodies“ befinden sich in klinischen 
Vorbereitungsphasen (Ma et al., 2003). 
Pflanzliche Expressionssysteme sind prädestiniert für die kostengünstige Produktion von 
Impfstoffen zur Krankheitsprävention bei Mensch und Tier (Walmsley und Arntzen, 2000; 
Mason et al., 2002; Streatfield und Howard, 2003). Das Hauptaugenmerk liegt dabei auf der 
Produktion von eßbaren Impfstoffen („edible vaccines“), bei der das Subunit-Vakzin dem 
Probanden durch Verzehr des rohen Pflanzenmaterials auf einfachem Weg zugeführt wird. Im 
Vergleich zur peritonalen Applikation des Impfstoffes bietet die orale Zufuhr nicht nur 
Vorteile unter hygienischen Aspekten, sie gewährt auch ausgezeichneten protektiven Schutz 
gegen viele Krankheitserreger aufgrund der starken Immunantwort, die auf den Schleim-
häuten ausgelöst wird. Der erste Nachweis einer erfolgreichen Immunisierung durch eßbare 
Impfstoffe wurde 1995 von Haq et al. für das Mausmodell beschrieben. 1997 wurde mit 
rekombinantem LT-B (die B Untereinheit des Hitze-labilen E. coli Enterotoxins) das erste 
Subunit-Vakzin aus pflanzlicher Produktion in klinischen Studien am Menschen getestet 
(Tacket et al., 1998), dem innerhalb kurzer Zeit weitere folgten (Kapusta et al., 1999; Tacket 
et al., 2000). 
Proteine mit pharmazeutischer Anwendung, die nicht den ersten beiden Proteinklassen 
zuzuordnen sind, werden in der Gruppe der Biopharmazeutika zusammengefaßt, so daß deren 
Zusammensetzung entsprechend heterogen ist. Zu den Biopharmazeutika, die erfolgreich in 
pflanzlichen Systemen exprimiert wurden, zählen Blutkomponenten wie Humanes Serum 
Albumin (Sijmons et al., 1990) oder Hämoglobin (Dieryck et al., 1997), Signalmoleküle wie 
Somatotrophin (Staub et al., 2000) oder Erythropoietin (Matsumoto et al., 1995), Enzyme wie 
Lipasen (Gruber et al., 2001) oder Trypsin (Woodard et al., 2003), Biopolymere wie Collagen 
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(Ruggiero et al., 2000) oder Elastin (Scheller et al. 2004) sowie Proteaseinhibitoren 
(Terashima et al., 1999), Thrombininhibitoren (Parmenter et al., 1995) und viele mehr. 
Für alle vorgestellten Proteinklassen gilt, daß sie unter Einhaltung strengster Kontroll-
bestimmungen, welche unter dem Begriff cGMP subsumiert sind, produziert werden und 
einen hohen Reinheitsgrad aufweisen müssen. Diese strikten Auflagen treffen für die 
Produktion von industriellen Proteinen nicht zu, da diese keine Anwendung in therapeu-
tischen Bereichen finden. Bei industriellen Proteinen handelt es sich in der Regel um Enzyme, 
die unterschiedlichste Stoffumwandlungen durchführen. Interessante Ansätze für die Produk-
tion industrieller Proteine in Pflanzen ergeben sich im Kontext der Konvertierung von Bio-
masse. Als Beispiele sei die Stärkeverflüssigung durch Amylasen (Pen et al., 1992), der 
Abbau von Cellulose durch Cellulasen als einleitender Schritt auf dem Weg zur Produktion 
alternativer Rohstoffe (Ziegler et al., 1999) oder die Expression von Phytase zur optimierten 
Phosphatverwertung in der Futterindustrie (Verwoerd et al., 1995; Denbow et al., 1998) 
genannt. Darüber hinaus gehören auch die ersten in transgenem Mais kommerziell herge-
stellten Produkte – Avidin und β-Glucuronidase (Kusnadi et al., 1998) – zur Gruppe der 
industriellen Proteine. 
In Tabelle 2 werden ausgewählte Beispiele für die Produktion wichtiger pharmazeutischer 
Proteine in diversen pflanzlichen Expressionssystemen zusammengestellt. Detaillierte Auf-
listungen der verschiedenen Proteingruppen oder Expressionssysteme können den folgenden 
Quellen entnommen werden: Hood und Jilka, 1999; Giddings et al., 2000; Fischer und 
Emans, 2000; Daniell et al., 2001b; Ma et al., 2003; Streatfield und Howard, 2003; Gomord 
et al., 2004. 
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Tab. 2: Ausgewählte in Pflanzen exprimierte pharmazeutische Proteine. 
Protein Pflanze Charakteristikum / Merkmal Referenz 
Antikörper    
mAk Guy’s 13; CaroRx 
(SIgA/G) 
Tabak Streptococcus mutans Adhäsin; erster in Pflanzen 
produzierter sekretorischer Antikörper; Prävention 
von dentalem Karies, topische Applikation; in 
klinischen Studien II 
Ma et al., 1995; 
 
mAk Anti-HSV-2 (IgG) Soja Herpes simplex Virus 2; protektiver Schutz bei 
topischer Applikation; in klinischen Studien getestet 
Zeitlin et al., 1998 
scFv T84.66 Reis, Weizen, 
Tabak 
Carcinoembryonales Antigen; Tumortherapie (Brust, 
Dickdarm); Produktion in Tabak durch transiente 
Agroinfiltration 
Stoger et al., 2000; 
Vaquero et al., 
1999 
scFv 38C18 Tabak Behandlung von Non-Hodgkin Lymphomen; 
Antikörper wird transient mit viralen Vektoren 
hergestellt  
McCormick et al., 
1999 
Subunit Impfstoffe    
Hepatitis B 
Oberflächenantigen 
(HBsAg) 
Tabak, 
Kartoffel, Salat 
erster Impfstoff, der in Pflanzen exprimiert wurde, 
Testung der Wirksamkeit in klinischen Studien 
Mason et al., 1992; 
Thanavala et al., 
1995; Kapusta 
et al., 1999 und 
2001; Kong et al., 
2001 
B-Untereinheit des 
Hitze-labilen Toxin von 
E. coli  
(LT-B) 
Tabak, 
Kartoffel, Mais 
erster Impfstoff, der in klinischen Studien getestet 
wurde 
Haq et al., 1995; 
Mason et al., 1998 
Chikwamba et al., 
2002 
Norwalk Virus Capsid-
protein (NVCP) 
Tabak, 
Kartoffel 
Impfstoff gegen nicht bakteriell verursachte Diarrhöe; 
Testung in klinischen Studien 
Mason et al., 1996; 
Tacket et al., 2000 
Rabies Virus 
Glykoprotein  
Tomate erster Impfstoff, der in einem klassischen 
Nahrungsmittel produziert wurde  
McGarvey et al., 
1995 
„porcine transmissable 
gastroenterits virus 
glycoprotein S“ (PTGV) 
Tabak, Mais erster Impfstoff zur oralen Immunisierung von Tieren Tuboly et al., 2000; 
Streatfield et al., 
2001 
B-Untereinheit des 
Cholera Toxins (CT-B) 
Tabak, Kartoffel erster Impfstoff, der in Chloroplasten exprimiert wurde Daniell et al., 2001b 
Biopharmazeutika    
Somatotropin Tabak erstes humanes Protein, das zunächst als Fusion in 
transgenen Pflanzenzellen und später als erstes 
humanes Protein in Chloroplasten exprimiert wurde 
Barta et al., 1986; 
Staub et al., 2000  
Erythropoietin Tabak: BY-2 erstes therapeutisches Protein, das in BY-2 
Suspensionszellen exprimiert wurde 
Matsumoto et al., 
1995 
Humanes Serum 
Albumin (HSA) 
Kartoffel, Tabak erstes natives humanes Protein, das in Pflanzen 
exprimiert wurde und das durch Expression im 
Chloroplasten in hohen Mengen angereichert vorlag  
Sijmons et al., 
1990; 
Fernandez-San 
Millan et al., 2003  
α1-Antitrypsin Reis erstes pharmazeutisches Protein, das in 
Reissuspensionszellen exprimiert wurde 
Terashima et al., 
1999 
Interleukin-2 und -4 Tabak; BY-2 wichtige Referenz für diese Arbeit Magnuson et al., 
1998 
Collagen Tabak erster Nachweis der Expression eines humanen 
Proteinpolymers  
Ruggiero et al., 
2000 
Hirudin Tabak, Raps 
(Canola) 
spezielle Reinigungstechnik des pharmazeutischen 
Proteins durch Fusion mit Oleosin 
Parmenter et al., 
1995 
Aprotinin Mais humanes pharmazeutisches Protein, das in Mais 
produziert wird  
Zhong et al., 1999 
humane Alkalische 
Phosphatase 
Tabak erstes Protein, das durch Wurzelsekretion produziert 
wird 
Borisjuk et al., 1999 
Lipase Tabak, Mais wichtiges pharmazeutisches Protein zur Behandlung 
von cystischer Fibrose  
Gruber et al., 2001; 
Horn et al., 2004  
 
Abkürzungen: mAk: monoklonaler Antikörper; SIgA/G: sekretorischer hybrider Antikörper aus den Immun-
globulinklassen IgA und IgG; scFv: „single-chain fragment variable“  
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I.3 Interleukin-4 
I.3.1 Vorkommen und Funktion von IL-4 
Interleukin-4 (IL-4) ist ein pleiotrophes Molekül, das eine Vielzahl von physiologischen 
Effekten auf unterschiedliche Zielzellen während der Immunantwort ausüben kann (Paul, 
1991; Brown et al., 1997). Dazu gehören immunomodulatorische Effekte (B- und T-Zellen), 
anti-inflammatorische Effekte (Monozyten), proinflammatorische Effekte (Endothelialzellen) 
und profibrotische Effekte (Fibroblasten). IL-4 ist von zentraler Bedeutung bei der Ent-
wicklung von Effektorantworten von T-Zellen durch die Regulation der Differenzierung 
antigen-stimulierter naiver T-Helferzellen zum Typ-2 T-Helferzelle (Th2) (Paul und Seder, 
1994). Die zweite herausragende physiologische Funktion von IL-4 liegt im Bereich der Anti-
körperproduktion und besteht in der Kontrolle des Immunglobulinklassenwechsels von 
B-Lymphozyten zur Expression von IgE und IgG4 (Gascan et al., 1991; Coffman et al., 
1993). Die Produktion von IL-4 kann von verschiedenen Typen von aktivierten T-Zellen 
(Paul und Seder, 1994; Yoshimoto und Paul, 1994; Ferrick et al., 1995; Chen und Paul, 
1997), Basophilen und Mastzellen (Seder und Paul, 1994) sowie von Eosinophilen 
(Dubucquoi et al., 1994) erfolgen. Da einige der IL-4 produzierenden Zelltypen gleichzeitig 
Zielzellen des Zytokins darstellen, entstehen autokrine Systeme, in denen IL-4 seine eigene 
Produktion stimulieren kann (Paul, 1991). 
I.3.2 Struktur von IL-4 und Bindung an den IL-4 Rezeptor 
IL-4 ist ein monomeres, 129 Aminosäuren langes Protein mit einem theoretischen Molekular-
gewicht von 15 kDa und einem hohen isoelektrischen Punkt, der zwischen 9,6 und 10,5 liegen 
kann. Das Protein weist zwei potentielle N-Glykosylierungsstellen an den Positionen N38 und 
N105 auf, deren Glykosylierung für seine biologische Aktivität jedoch nicht notwendig ist 
(Jayaram et al., 1989). Im humanen System wurden IL-4 Varianten mit unterschiedlichen 
Molekulargewichten zwischen 15 und 19 kDa nachgewiesen (Paul, 1991), was auf eine 
heterogene Glykosylierung des Proteins hindeutet. Die Struktur von IL-4 wurde unabhängig 
voneinander sowohl mittels NMR Spektroskopie (Powers et al., 1992; Smith et al., 1992) als 
auch mittels Röntgenstrukturanalyse (Walter et al., 1992) aufgeklärt. Das Molekül besteht aus 
vier α-Helices (αA, αB, αC und αD), die gebündelt angeordnet sind. Die Helices weisen eine 
ungewöhnliche „up-up-down-down“ Topologie auf, d.h. die Orientierung der Helices αA und 
αB ist nach oben gerichtet, wohingegen die Helices αC und αD nach unten ausgerichtet sind. 
Die langen verbindenden Segmente mit den kurzen β-Faltblattstrukturen, die sich den 
α-Helices A und C anschließen, umspannen die gesamte Länge des Moleküls. Darüber hinaus 
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enhält IL-4 ein kurzes verbindendes Segment im Anschluß an die αB-Helix, das zwei 
sequentielle α-Helices miteinander verbindet (Graphik A in Abb. 1). Die Ausbildung der drei 
internen Disulfidbrücken zwischen den Cysteinresten der Positionen 3-127, 24-65, 46-99 
(Carr et al., 1991) führt schließlich zur funktionalen Struktur des IL-4 Moleküls.  
IL-4 kann an zwei Typen von Rezeptoren binden. Diese Rezeptoren sind Heterodimere 
und setzen sich entweder aus der IL-4Rα-Kette, die auch als CD124 bezeichnet wird, in 
Kombination mit der γc-Kette (γc = IL-2Rγ = „common gamma chain“) (Russel et al., 1993; 
Kondo et al., 1993; Letzelter et al., 1998; Typ I Rezeptor) oder aus dem Heterodimer von 
IL-4Rα mit IL-13α1 als akzessorischer Kette (Tony et al., 1994; Obiri et al., 1995 und 1997; 
Miloux et al., 1997; Typ II Rezeptor) zusammen. Meist erfolgt die IL-4 Rezeptor-Komplex-
bildung in Kombination mit der γc-Kette nach dem Typ I. Für hämatopoetische Zellen wurde 
ausschließlich der Typ I Rezeptor-Komplex nachgewiesen (Nelms et al., 1999). Die Forma-
tion des IL-4 Rezeptors auf nicht-hämatopoetischen Zellen – wie beispielsweise Endothelial-
zellen – scheint dagegen bevorzugt in Kombination mit der IL-13Rα1-Kette zu erfolgen 
(Murata et al, 1998). Unabhängig von der akzessorischen Kette vollzieht sich die Bindung 
von IL-4 an den Rezeptor sequentiell über zwei Epitope (Kruse et al., 1993), wobei zunächst 
stets die Bindung an die IL-4Rα-Kette erfolgt. Diese Bindung zeichnet sich durch eine beson-
ders hohe Affinität aus (Kd = 20-300 pM; Nelms et al., 1999), die fast die gesamte Bindungs-
affinität des Komplexes ausmacht und die über Bereiche des A/C-IL-4 Helixpaares realisiert 
wird (Shen et al., 1996; Wang et al, 1997; Letzelter et al., 1998; Hage et al., 1999; Zhang 
et al., 2002; vgl. Graphik B in Abb. 1). In einem zweiten Schritt bindet der IL-4/IL-4Rα-
Komplex über Bereiche des A/D-IL-4 Helixpaares an die akzessorische IL-4 Rezeptor-
komponente, wobei die Affinität sehr niedrig ist; die Kd des freien IL-4 mit der γc-Kette 
beträgt lediglich 150 µM und die des IL-4/IL-4Rα-Komplexes etwa 5 µM (Letzelter et al., 
1998). Nichtsdestotrotz ist die Bindung der zweiten Rezeptorkomponente essentiell für die 
Effektorfunktion von IL-4 und die Einleitung der signaltransduktorischen Reaktionen 
(Kruse et al., 1992 und 1993; Tony et al., 1994; Duschl, 1995). 
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Abb. 1: Struktur von IL-4. 
(A): Dreidimensionale Struktur von IL-4. Die α-Helices αA und αD finden sich im Vordergrund, die α-Helices 
αB und αC im Hintergrund. Die β-Faltblätter sind als Pfeile gekennzeichnet. Die Schleifen verbinden α-Helices 
und β-Faltblätter. (B): Topologisches Diagramm von IL-4. Die α-Helices sind in Form von Zylindern, die 
β-Faltblätter in Form von Pfeilen dargestellt. Die drei Disulfidbrücken (-S-S-) an den Positionen C3-C127, C24-C65 
und C46-C99 sind eingezeichnet. Die Positionen der Bindestellen mit den beiden Ketten des IL-4 Rezeptors sind 
durch die gestrichelten Linien markiert. Das Bindungsepitop der IL-4Rα-Kette liegt in Bereichen des A/C-Helix-
paares, und das Bindungsepitop der γc-Kette liegt in Bereichen des A/D-Helixpaares (aus Reimener et al., 2000). 
I.3.3 Krankheitsbilder bei Fehlregulation von IL-4 
Die Vielzahl der physiologischen Effekte, die von IL-4 herbeigeführt werden können, wurden 
bereits angesprochen. Daher ist es nicht verwunderlich, daß eine Fehlregulation der Expres-
sion des Proteins vielfältige und schwerwiegende Auswirkungen auf den Organismus hat. 
Aufgrund seiner Schlüsselstellung bei der Induktion des Th2 Typs von T-Helferzellen und bei 
der Aktivierung von B-Zellen zur Produktion von IgE Antikörpern ist IL-4 verantwortlich für 
die Entstehung von allergischen Reaktionen des Typ-1, den sogenannten Allergien vom 
Soforttyp oder auch anaphylaktischen Reaktionen (Klassifizierung nach Coombs und Gell). 
Das wesentliche Merkmal der Typ-1 Überempfindlichkeitsreaktion, die mit etwa 90% den 
häufigsten Typus allergischer Reaktionen darstellt, ist das extrem kurze Zeitfenster zwischen 
dem Allergenkontakt und der Reaktion, das einige Sekunden bis wenige Minuten ausmacht 
(Sofortreaktion) sowie das häufige Auftreten einer zweiten Reaktion, die einige Stunden nach 
der Exposition mit dem Allergen einsetzt (Spätreaktion). Typische allergische Erkrankungen 
des Soforttyps sind Heuschnupfen (allergische Rhinnitis), Tierhaarallergien, akute Nessel-
sucht (Urticaria), Nahrungsmittelallergien, allergisches Asthma und anaphylaktischer Schock. 
Allgemein tritt eine allergische Reaktion dann auf, wenn ein Individuum, das nach dem 
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Kontakt mit einem harmlosen Antigen IgE Antikörper produziert hat, erneut mit dem gleichen 
Antigen konfrontiert wird. Aufgrund des abermaligen Kontaktes mit dem Allergen werden 
IgE-bindende Mastzellen in den betroffenen Geweben quervernetzt und aktiviert. Dies führt 
zur Freisetzung diverser Mediatoren (Histamine, Prostaglandine, Leukotriene und Cytokine), 
die die typischen inflammatorischen Prozesse auslösen und die Aufrechterhaltung der 
allergischen Reaktion begünstigen (Janeway et al., 2002). 
Neben IL-4 ist auch IL-13 eine wichtige Stellgröße beim Auftreten atopischer allergischer 
Reaktionen (Minty et al., 1993) und kann fast alle Effekte auslösen, die von IL-4 induziert 
werden (de Vries, 1998; Corry, 1999). Die Ursache dafür ist, daß beide Zytokine die gleichen 
Rezeptorstrukturen benutzen, wobei IL-13 jedoch zunächst die Rezeptorkomponente IL-13α1 
bindet und im zweiten Schritt die IL-4Rα-Kette rekrutiert (Gauchat et al., 1997; Reimener 
et al., 2000). Der einzige von IL-4 induzierte Effekt, der nicht von IL-13 ausgelöst werden 
kann, ist die Th2 Differenzierung (Chomarat und Banchereau, 1998) – ein Schritt, der in der 
Sensibilisierungsphase allergischer Reaktionen von besonderer Bedeutung ist (Romagnani, 
1994). Während IL-4 somit die frühe Phase der allergischen Reaktion dominiert, nimmt die 
Bedeutung des Cytokins IL-13 im Verlauf und bei der Aufrechterhaltung des Krankheits-
zustandes stetig zu und überwiegt schließlich (Grünig et al., 1998; Wills-Karp et al., 1998). 
I.3.4 Ansätze zur Therapie von allergischen Reaktionen und atopischem Asthma 
Das IL-4R/IL-13R Rezeptorsystem stellt aufgrund seiner herausragenden Stellung im 
Rahmen der Sofortreaktion bei atopischen allergischen und asthmatischen Reaktionen eine 
attraktive Zielstruktur für die Entwicklung neuer Therapiestrategien dar (Maggi, 1998; 
Barnes, 1999; Reimener et al., 2000). Besonders bei der Behandlung atopischer asthmatischer 
Symptome ist die Intervention zu einem frühen Zeitpunkt im Krankheitsverlauf von großer 
Bedeutung, und tatsächlich eröffnet das IL-4R/IL-13R Rezeptorsystem vielversprechende 
Therapiemöglichkeiten bei der Behandlung des allergischen Asthmas (Duschl, 2000, Chung 
und Barnes, 1999). Dabei werden unterschiedliche Strategien zur Modifizierung des 
IL-4R/IL-13R Rezeptorsystem verfolgt. Zum einen konnte die Inhibierung von IL-4 bei der 
Verwendung von neutralisierenden Antikörpern gegen das Zytokin (Finkelmann et al., 1988; 
Moser et al., 1993; Renz et al., 1995 ) oder gegen die IL-4Rα-Kette (Tony et al., 1994; 
Fluckiger et al., 1994) in Zellassays und im Mausmodell nachgewiesen werden. Die Appli-
kation eines humanisierten anti-IL-4 Antikörpers für die Therapie asthmatischer Beschwerden 
wurde bereits in klinischen Studien Phase II (Protein Design Labs und GlaxoSmithKline; 
Mueller et al., 2002) getestet. Der Einsatz von anti-IL-4 Antikörpern birgt jedoch einen 
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wesentlichen Nachteil, nämlich die mangelnde Inhibierung von IL-13, das wesentliche 
Funktionen und Effekte mit IL-4 teilt. Bei der Inhibierung der IL-4Rα-Kette hingegen wird 
die Wirkung beider Zytokine neutralisiert. Die IL-4Rα-Kette läßt sich nicht nur mittels 
Antikörper blockieren, sondern auch durch den Einsatz des rekombinant exprimierten 
löslichen Teils des Rezeptors, der auch als IL-4 BP („binding protein“) bezeichnet wird 
(Maliszewski et al., 1994; Renz et al., 1995 und 1996). Da die Affinität der löslichen IL-4Rα 
Variante nur um den Faktor 2 bis 3 niedriger ist als die des membranständigen, physiolo-
gischen Pendants (Shen et al., 1996), stellt IL-4 BP einen potenten IL-4 Inhibitor dar und 
wurde ebenfalls bereits in klinischen Studien Phase II für die Therapie bei atopischem Asthma 
eingesetzt (Borish et al., 1999 und 2001). Schließlich wird der Einsatz von mutierten IL-4 
Derivaten (Muteinen), die effektive Antagonisten zu dem nativen IL-4 darstellen, als eine 
weitere vielversprechende Therapiemöglichkeit bei der Behandlung allergischen Asthmas 
angesehen (Duschl et al., 1995; Reimener et al., 2000; Barnes 2002). Die Identifizierung von 
IL-4 Muteinen mit antagonistischer Wirkung ist im Rahmen von Untersuchungen zur 
Strukturaufklärung der IL-4/IL-4 Rezeptor-Komplexes erfolgt. Bei gezielten Mutationen der 
C-terminalen Sequenzbereiche von IL-4 – in denen sich die Interaktion mit den akzesso-
rischen IL-4 Rezeptorketten γc oder IL-13Rα1 vollzieht – wurden verschiedene IL-4 Varian-
ten generiert. Diese vermochten zwar weiterhin mit hoher Affinität an die IL-4Rα-Kette zu 
binden (Kruse et al., 1992), zeigten jedoch gleichzeitig partielle oder vollständige antago-
nistische Effekte aufgrund der fehlenden Interaktion mit der akzessorischen Kette des IL-4 
Rezeptorsystems. Durch den singulären Austausch der Aminosäure Tyrosin an Position 124 
gegen die negativ geladene Aminosäure Aspartat generierten Kruse et al. (1992) das erste 
antagonistische IL-4 Mutein (IL-4 Y124D), das eine selektive Inhibierung von Signaltrans-
duktionsereignissen herbeiführte, die vom IL-4 Rezeptor-Komplex unter Einbeziehung der 
γc-Kette vermittelt werden können (Kruse et al., 1993; Letzelter et al., 1998). Ein weiteres 
wichtiges IL-4 Mutein ist das IL-4 R121D, in dem das Arginin an Position 121 gegen ein 
Aspartat ersetzt wurde. Dieses IL-4 Mutein ist aktiv in Kombination mit der γc-Kette, wohin-
gegegen die Interaktionen mit der IL-13Rα1-Kette fast vollständig blockiert sind (Schnarr 
et al., 1997; Shanafelt et al., 1998). Die Verwendung der negativ geladenen Aminosäure 
Aspartat für den Aminosäureaustausch ist entscheidend für die erfolgreiche Aufhebung der 
Molekül-Interaktionsbereiche und damit für die Generation effektiver Antagonisten, wie die 
Ergebnisse bei Substitution mit anderen Aminosäuren belegen (Kruse et al, 1993; Mueller 
et al., 1994). Neben der Isolierung von IL-4 Muteinen mit einer verbleibenden partiell 
agonistischen Funktion konnte auch eine mutierte IL-4 Variante hergestellt werden, die eine 
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vollständige Inhibierung der IL-4 Aktivität erlaubt. Dieser stärkste IL-4 Antagonist ist ein 
Doppelmutein, in den beide kritischen Aminosäuren ausgetauscht wurden (R121D und 
Y124D) und das erstmals von Tony et al. (1994) beschrieben wurde. Der Nachweis des 
antagonistischen Effektes des IL-4 Doppelmuteins – das im folgenden mit IL-4 DM abgekürzt 
wird – im Rahmen allergischer asthmatischer Krankheitsbilder wurde nach Herstellung 
entsprechender Maus IL-4 DM Varianten (Q116D/ Y119D) sowohl in vitro (Grunewald et al., 
1997) als auch in vivo im Mausmodell (Grunewald et al., 1998) bestätigt. Darüber hinaus 
wurde die Wirksamkeit des in E. coli exprimierten humanen IL-4 DM als potentielles 
Anti-Asthmatikum in Phase II klinischen Studien getestet (Mueller et al., 2002; Dr. Heiner 
Apeler, Bayer HealthCare Wuppertal, pers. Mitteilung). 
I.4 Zielsetzung 
Bei der Entwicklung neuer pharmazeutischer Proteine ist neben der Bestimmung der bio-
chemischen und pharmakokinetischen Eigenschaften sowie der Wirksamkeit auch die Identi-
fizierung des besten Produktionssystems zur Herstellung des Therapeutikums von entschei-
dender Bedeutung. IL-4 DM ist ein effektiver IL-4 Antagonist und gilt als ein potentielles 
Therapeutikum bei der Behandlung des allergischen Asthmas. Zur Evaluierung der Eignung 
des pflanzlichen Expressionssystems für die Gewinnung von IL-4 DM im Rahmen der 
Bayer-FhG Kooperation „A feasibility study for recombinant protein production in plants“ 
sollte dieses pharmazeutische Protein im vorliegenden Promotionsprojekt in Tabakpflanzen 
und –suspensionszellen produziert, gereinigt und charakterisiert werden. Die wesentlichen 
Fragestellungen, die in dieser Arbeit beantwortet werden sollten, waren: (1) Läßt sich 
IL-4 DM in Tabakzellen erfolgreich exprimieren und kann die Expressionsmenge gegeben-
enfalls optimiert werden? (2) Ist eine effektive Reinigung des Proteins ohne Verwendung von 
Affinitätstags aus dem Pflanzensystem möglich? (3) Wird das Protein von Pflanzenzellen in 
aktiver Form gebildet und korrekt prozessiert? Basierend auf den erzielten Ergebnissen sollte 
das pflanzliche Expressionssystems mit den etablierten bakteriellen IL-4 DM Produktions-
system verglichen und schließlich Schlußfolgerungen in bezug auf die Praktikabilität und 
Rentabilität einer Erhöhung des pflanzlichen Produktionsmaßstabes gezogen werden. 
Zur optimierten Produktion des pharmazeutischen Modellproteins IL-4 DM sollten eine 
Reihe unterschiedlicher Strategien verfolgt werden. So sollte auf molekularer Ebene unter-
sucht werden, ob sich die Expression durch Kodonoptimierung der IL-4 DM cDNA steigern 
läßt. Darüber hinaus wurde die Akkumulation des Proteins in unterschiedlichen Zellkomparti-
menten überprüft, um das günstigste Zielkompartiment für die Produktion in Tabakzellen zu 
identifizieren. Des weiteren sollte die plastidäre Expression von IL-4 DM nach gezielter 
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Transformation von Chloroplasten untersucht werden. Die Plastiden als Zielkompartiment zur 
Produktion von IL-4 DM stellten eine attraktive Expressionsstrategie dar, da das Protein zur 
Wahrung seiner biologischen Funktionen nicht in glykosylierter Form vorliegen muß. Durch 
die Koexpression von IL-4 DM mit seinem natürlichen Liganden, dem löslichen Anteil der 
IL-4Rα-Kette des IL-4 Rezeptors, sollte überprüft werden, ob eine Komplexbildung erfolgt 
und ob ein stabilisierender Effekt auf die gebildete IL-4 DM Proteinmenge nachzuweisen ist. 
Die diversen Expressionsstudien sollten sowohl in Tabakblättern transient und stabil transfor-
mierter Pflanzen als auch in stabil transformierten BY-2 Tabaksuspensionszellen durchgeführt 
werden. Dies sollte die Möglichkeit eröffnen, die beiden unterschiedlichen pflanzlichen 
Expressionssysteme in bezug auf erreichbare Proteinausbeute und -qualität miteinander zu 
vergleichen. Die Reinigung von IL-4 DM sollte basierend auf den Reinigungsprotokollen des 
bakteriellen Expressionssystems, das vom Kooperationspartner freundlicherweise zur Verfü-
gung gestellt worden war und in dem die biochemischen Besonderheiten des Proteins zur 
Anreicherung ausgenutzt werden, für das Pflanzensystem adaptiert und optimiert werden. Auf 
die Verwendung von Affinitätstags zur Reinigung wurde verzichtet, da das Protein nach 
Möglichkeit in unmodifizierter Form, d.h. ohne zusätzliche Aminosäuren, exprimiert werden 
sollte. Die Funktionalität des pflanzlich exprimierten IL-4 DM sollte durch Bindungsstudien 
an humanen Zellinien, die den IL-4 Rezeptor überexprimieren, nachgewiesen werden. Zur 
Überprüfung der korrekten Abspaltung von Signalsequenzen, die für die subzelluläre Lokali-
sation des Proteins genutzt wurden, und der Integrität der Aminosäuresequenz von IL-4 DM 
sollte das Protein N- und C-terminal sequenziert werden. Schließlich sollte mittels immunolo-
gischer Nachweisreaktionen und anhand massenspektroskopischer Untersuchungen bestimmt 
werden, ob IL-4 DM in glykosylierter Form von den Pflanzenzellen produziert wird. Abb. 2 
stellt den Aufbau der vorliegenden Arbeit schematisch dar. 
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Analyse der IL-4 DM Akkumulation in 
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transient stabil
BY-2 Suspensions-
zellen
stabil
Charakterisierung von IL-4 DM
Strukturanalyse 
Bestimmung des 
N- und C-Terminus
Bestimmung des 
Glykosylierungsmusters
Funktionalitätstest
in vitro Bindungsstudien
Produktion von IL-4 DM
in Pflanzenzellen
Extraktion und  Reinigung 
von IL-4 DM
Optimierung der IL-4 DM Expression 
und Proteinakkumulation
Kodonoptimierung
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Abb. 2: Schema des Aufbaus und Verlaufs der vorliegenden Arbeit. 
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II   
II.1 
Material und Methoden 
Material 
II.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 
Alle verwendeten Chemikalien und Fertiglösungen wiesen wenigstens den Reinheitsgrad p.a. 
auf und wurden von folgenden Firmen bezogen: Amersham Bioscience (Freiburg), Biacore 
(Freiburg) BioRad (München), Duchefa (Haarlem, Niederlande), Fluka (Neu-Ulm), ICN 
(Eschwege), Invitrogen (Eggenstein), New England Biolabs (NEB; Schwalbach), Promega 
(Mannheim), Roche Molecular Biochemicals (Mannheim), Roth (Karlsruhe), Serva 
(Heidelberg), Sigma (Deisenhofen) und VWR (Darmstadt). 
Verbrauchsmaterialien stammten von folgenden Firmen: Becton Dickinson Bioscience 
Clontech (Heidelberg), Biozym (Hessisch Oldendorf), Cytogen (Sinn), Dynal (Hamburg), 
Eppendorf (Hamburg), Greiner (Solingen), Hewlett-Packard (München), Meyer Gartenbau 
(Willich), Millipore (Eschborn), Nunc (Wiesbaden), Promega, Roth, Sarstedt (Nümbrecht), 
Serva Electrophoresis (Heidelberg), VWR, Whatman (Maidstone, England) und Zeiss 
(Oberkochen). 
II.1.2 Enzyme und Reaktionskits 
Alle verwendeten Enzyme wurden zusammen mit den entsprechenden Puffern von den 
Firmen New England Biolabs, MBI Fermentas (St. Leon-Rot) und Roche Molecular Bioche-
micals bezogen und wurden – sofern nicht anders angegeben – den Herstellerangaben gemäß 
eingesetzt. Als Reaktionskits wurden die Produkte QIAprep Spin Miniprep Kit, QIAGEN 
Plasmid Midi Kit, QIAGEN Plasmid Maxi Kit, QIAquick Gel Extraction Kit und QIAquick 
PCR Purification Kit der Firma Qiagen (Hilden) sowie das „Thermosequenase cycle 
sequencing kit“ von USB (über Amersham, Braunschweig) verwendet. 
II.1.3 Antikörper, Enzym-konjugierte Nachweisantikörper und Lektine 
Zum Nachweis von IL-4 DM und CD124 in Western-Blot und Dot-Blot Analysen (II.3.4, 
II.3.5), durchflußzytometrischen Messungen (II.3.7) und Oberflächenplasmonresonanzmes-
sungen (II.3.6) wurden die nachfolgenden Antikörper und Lektine eingesetzt, die zum Teil 
mit Alkalischer Phosphatase (AP), Phycoerythrin (PE) oder Biotin (Bio) markiert waren. 
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Tab. 3: Übersicht über die verwendeten Antikörper und Lektine. 
Antikörper/Lektin Charakteristika Zielepitop Verwendung 
Kaninchen-anti 
humanes IL-4: 
R-α-hIL-4 
polyklonal, 
R&D Systems 
IL-4 DM Western-Blot 
Maus-anti-humanes-IL-4: 
M-α-hIL-4 
monoklonal, 
Bayer HealthCare 
IL-4 DM Western-Blot 
Maus-anti-humanes-IL-4: 
M-α-hIL-4 
monoklonal, 
R&D Systems, 
Klon 3007.11 
IL 4 DM durchflußzytometrische 
Messungen, Oberflächen-
plasmonresonanz-
messungen 
Maus-anti-humaner IL-4 
Rezeptor: 
M-α-CD124 
monoklonal, 
R&D Systems, 
Klon: 25463.111 
CD124 Western-Blot, durchfluß-
zytometrische Messungen 
Maus-anti-penta His: 
M-α-penta His 
polyklonal, 
Qiagen 
C-terminales His6 
Motiv 
Western-Blot 
Kaninchen-anti- 
„horseradish peroxidase“: 
R-α-HRP 
polyklonal, 
Sigma, Cat-Nr: P7899 
α-1,3 Fucose 
und β-1,2 Xylose 
Western-Blot 
Ziege-anti-Kannninchen: 
GARAP
polyklonal, 
AP-markiert, 
Dianova 
H+L von IgG Western-Blot 
Ziege-anti-Maus: 
GAMAP
polyklonal, 
AP-markiert, 
Dianova 
H+L von IgG Western-Blot 
Ziege-anti-Maus: 
GAMPE
monoklonal, 
PE-markiert, 
Caltag, Klon: M30004 
H+L von IgG durchflußzytometrische 
Messungen 
Concanavalin A: 
ConABio
biotinyliert, 
Vector Laboratoires, 
Burlingame, USA 
α-glykosidisch 
verknüpfte Mannose 
Western-Blot 
Aleuria aurantia Lektin: AALBio biotinyliert, 
Vector Laboratoires 
α-1,3/α-1,6-
glykosidisch 
verknüpfte Fucose 
Western-Blot 
Streptavidin: 
StrepAP
AP-markiert 
Dianova 
Biotin Western-Blot 
II.1.4 Synthetische Oligonukleotide 
Die Oligonukleotide (Primer) zur Herstellung der kodonoptimierten IL-4 DM Genversionen 
(III.1.2) wurden von der Firma Operon (Alameda, CA, USA) synthetisiert. Alle anderen 
Oligonukleotide, die in dieser Arbeit verwendet wurden, wurden von MWG Biotech (Ebers-
berg) bezogen. Sie kamen in diversen PCR-Reaktionen bei der Amplifizierung und Modifi-
zierung von IL-4 DM und CD124 Genvarianten (III.1, III.4), bei der Analyse transformierter 
Agrobakterien Klone (II.2.1) und bei der Sequenzierung von Plasmid-DNA (II.2.2) zum 
Einsatz. Oligonukleotide, die für die Sequenzierung von Plasmid-DNA durch den LiCor 
Sequenzierautomaten verwendet wurden, waren am 5'-Ende mit den Farbstoffen IRD-700 
oder IRD-800 fluoreszenzmarkiert. Die jeweiligen Bindungsspezifitäten der Oligonukleotide 
 
24  Material und Methoden 
werden im Ergebnisteil der Arbeit erläutert. Folgende Nomenklatur wurde für die Bezeich-
nung der Primer festgelegt: 
mer = Nukleotidanzahl des Primers 
(+) = Plusstrang-Primer (repräsentiert den kodierenden DNA-Strang) 
(-) = Minusstrang-Primer (repräsentiert den nicht-kodierenden DNA-Strang) 
II.1.4.1 Oligonukleotide zur Herstellung kodonoptimierter IL-4 DM cDNAs: 
Name  Sequenz (5' → 3')                             
dP1 GCGGTACCCT CGAGGAATTC ACAACACAAA TCAGATTTAT AGAGAGATTT AT 52-mer (+)* 
dP2 CCAGCTCCAC TCCATTGTTT TTTTTTTTTT TATAAATCTC TCTATAAAT 49-mer (-) 
dP3 GGAGTGGAGC TGGATCTTCT TGTTCTTGCT CAGCGGCACT GCAGGCGTTC A 51-mer (+) 
dP4 GATTTCCTGC AAAGTGATAT CGCACTTGTG GGAGTGAACG CCTGCAGTGC 50-mer (-) 
dP5 ATCACTTTGC AGGAAATCAT CAAGACCTTG AACTCATTGA CCGAG 45-mer (+) 
dP6 GTCGGTAACA GTGAGCTCGG TGCACAAAGT CTTTTGCTCG GTCAATGAGT TC 52-mer (-) 
dP7 GCACCGAGCT CACTGTTACC GACATCTTCG CTGCCTCCAA GAACACTACC GAGAAG 56-mer (+) 
dP8 CTCAACACAG TGGCAGCACG GCAGAAGGTT TCCTTCTCGG TAGTGTTC 48-mer (-) 
dP9 GCTGCCACTG TGTTGAGACA GTTCTACTCA CACCACGAGA AGGATACCAG 50-mer (+) 
dP10 GTGGAACTGC TGAGCGGTAG CTCCCAAGCA TCTGGTATCC TTCTCGT 47-mer (-) 
dP11 ACCGCTCAGC AGTTCCACAG ACACAAGCAA TTGATCAGAT TCTTGAAGAG 50-mer (+) 
dP12 TAAGGCCTGC CAATCCCCAC AAGTTACGAT CAAGTCTCTT CAAGAATCTG A 51-mer (-) 
dP13 GGGGATTGGC AGGCCTTAAT TCATGCCCTG TTAAGGAAGC CAAC 44-mer (+) 
dP14 TAAGTCTTTC CAAGAAGTTC TCCAAAGTGC TTTGGTTGGC TTCCTTAAC 49-mer (-) 
dP15 TCTTGGAAAG ACTTAAGACT ATCATGGATG AGAAGGATTC CAAGTGCT 48-mer (+) 
dP16 TGCTCTAGAG CGGATCCTCA TTAGCTTGAG CACTTGGAAT CCTTC  45-mer (-)* 
mP1 CCGGAATTCA CCATGGAGTG GAGCTGGATC TTCCTGTTCC TGCTCAGCG 49-mer (+)* 
mP2 CGCACTTGTG GGAGTGGACG CCGGCGGTGC CGCTGAGCAG GAACAG 46-mer (-) 
mP3 CCACTCCCAC AAGTGCGACA TCACCCTGCA GGAGATCATC AAG 43-mer (+) 
mP4 CTTCTGCTCG GTGAGGCTGT TGAGGGTCTT GATGATCTCC TGC 43-mer (-) 
mP5 CAACAGCCTC ACCGAGCAGA AGACCCTGTG CACCGAGCTC ACCGTGACCG AC 52-mer (+) 
mP6 CGGTGGTGTT CTTGGAGGCG GCGAAGATGT CGGTCACGGT GAGC 44-mer (-) 
mP7 CCAAGAACAC CACCGAGAAG GAGACCTTCT GCAGGGCTGC CACCGTG 47-mer (+) 
mP8 CCTTCTCGTG GTGGCTGTAG AACTGCCTGA GCACGGTGGC AGCCCTGC 48-mer (-) 
mP9 ACAGCCACCA CGAGAAGGAC ACCAGGTGCC TGGGCGCCAC CG 42-mer (+) 
mP10 CAATTGCTTG TGCCTGTGGA ACTGCTGGGC GGTGGCGCCC AGGCAC 46-mer (-) 
mP11 CCACAGGCAC AAGCAATTGA TCAGGTTCCT GAAGAGGCTC GAC 43-mer (+) 
mP12 CAGGCCGGCC AGGCCCCAGA GGTTCCTGTC GAGCCTCTTC AG 42-mer (-) 
mP13 GGGGCCTGGC CGGCCTGAAC TCCTGCCCGG TGAAGGAGGC CAACCAGAG 49-mer (+) 
mP14 GGTCTTGAGC CTCTCCAAGA AGTTCTCGAG GGTGCTCTGG TTGGCCTCCT TC 52-mer (-) 
mP15 GGAGAGGCTC AAGACCATCA TGGACGAGAA GGACTCCAAG TGC 43-mer (+) 
mP16 GCTCTAGAAA GCTTTCATTA GCTGGAGCAC TTGGAGTCCT TCTC 44-mer (-)* 
Anmerkungen: Die 5'-Enden der mit * markierten Oligonukleotide sind biotinyliert.  
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II.1.4.2 Oligonukleotide zur Amplifizierung und Modifizierung der IL-4 DM cDNAs: 
Name            Sequenz (5' → 3')                   
pSS-LPH forw ACCACGTCTT CAAAGCAAGT GG 22-mer (+) 
pSS-LPH backw ATCGCACTTG TGGGAGTGAA CACCTGCAGT TCCT 34-mer (-) 
orig IL-4 forw GCAGGTGTTC ACTCCCACAA GTGCGATATC ACCTT 35-mer (+) 
orig IL-4 backw TGCTCTAGAG CGGATCCTTA TCAGCTCGAA CACTTTGAAT 40-mer (-) 
3’-IL-4 KDEL CGCGGATCCT TAGAGCTCAT CTTTCTCAGA TCCACGGCTC GAACACTTTG  
 AATC 54-mer (-) 
CHS GCTGAATTCA CAACACAAAT CAGATTTATA GAGAGATTTA TAAAAAAAAA 
 AAAAACAATG 60-mer (+) 
5’-Spil GGACTTACCT CCCAGTTGCT TCCACCTTTG TTCTTCCTTT TGGCCTGCGC 
 CGGAAACTTC G 61-mer (+) 
3’-Spil AGTGATATCG CACTTGTGTC CGTGCACGAA GTTTCCGGCG CAGGCCAAAA 
 GGAAGAAC 58-mer (-) 
Spil-Pflaster AACTGGGAGG TAAGTCCCAT TGTTTTTTTT TTTT 34-mer (-) 
pS5’  GACCCTTCCT CTATATAAGG 20-mer (+) 
5’-mlu-IL4 GCGACGCGTT AGGTGCATGC ACAAGTGCGA TATCACTTTG C 41-mer (+) 
chlo-forw AAAAAAAAAA AAAACAATGG CTTCCTCTGT TATTTCCTC 39-mer (+) 
chlo-backw AACAGAGGAA GCCATTGTTT TTTTTTTTTT TATAAATC 38-mer (-) 
chloro-3’ GCCGCTCGAG CGGGCATGCA CCTAACGCGT CCAC 34-mer (-) 
5’-mlu-IL4 GCGACGCGTT AGGTGCATGC ACAAGTGCGA TATCACTTTG C 41-mer (+) 
IL4-pt forw CACAAGTGCG ATATCAC 17-mer (+) 
II.1.4.3 Oligonukleotide zur Amplifizierung und Modifizierung der CD124 cDNA: 
Name            Sequenz (5' → 3')                   
hIL4R forw TGCACTGCAG GTGTTCACTC CATGAAGGTC TTGCAGGAGC CC 42-mer (+) 
hIL4R backw TTTTCCTTTT GCGGCCGCGT GCTGCTCGAA GGGCTCCCTG 40-mer (-) 
II.1.4.4 Oligonukleotide für Sequenzierreaktionen und Kontroll-PCRs:  
Name            Sequenz (5' → 3')                   
pSS5 (IRD-700) ATCCTTCGCA AGACCCTTCC TCT 23-mer (+) 
pSS3 (IRD-800) AGAGAGAGAT AGATTTGTAG AGA 23-mer (-) 
pS5’ GACCCTTCCT CTATATAAGG 20-mer (+) 
pS3’ CACACATTAT TCTGGAGAAA 20-mer (-) 
Prrn fw GCTATATTTC TGGGAGCGAA CT 22-mer (+) 
aad up bw ATACTTCGGC GATCACCGCT TC 22-mer (-) 
II.1.5 Plasmid-Vektoren 
pMD22.6.L: 
Im Rahmen der Kooperation zwischen der FhG und Bayer HealthCare (Wuppertal) wurde das 
Plasmid pMD22.6.L (4,3 kB Vektoranteil plus 392 Bp cDNA) übernommen. Dieser Vektor 
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enthält die cDNA, die für ein humanes Interleukin-4 Doppelmutein (R121D, Y124D) kodiert 
und im folgenden mit IL-4 DM bezeichnet wird. Die cDNA war über die Restriktionsschnitt-
stellen NdeI und BamHI in den bakteriellen Klonierungs- und Expressionsvektor pET-9a 
(KanR, T7 Promotor und Terminator, Novagen) kloniert worden.  
pIU16.8.0: 
Im Rahmen der Kooperation zwischen der FhG und Bayer HealthCare wurde das Plasmid 
pIU16.8.0 (8,0 kB Vektoranteil plus 630 Bp cDNA) bereitgestellt. Der Vektor enthält die 
cDNA für eine mutierte Version des löslichen Teils der α-Kette des humanen IL-4 Rezeptors, 
der auch als CD124 bezeichnet wird. Der extrazelluläre Teil der α-Kette des IL-4 Rezeptors 
umfaßt die ersten 207 Aminosäuren des nativen reifen Proteins und die mutierte Version 
zeichnet sich durch die folgenden Aminosäureaustausche aus: N28Q, I50V und N184Q. Der 
lösliche Rezeptoranteil wurde über die Restriktionsschnittstelle EcoRI in den Hefe-Expres-
sionsvektor pPIC9 (AmpR, Invitrogen) (Higgins und Cregg, 1998) kloniert und kann in E. coli 
amplifiziert werden. 
pSSH1-scFv4813-KDEL (Raven, 1998): 
Der Pflanzenexpressionsvektor pSSH1-scFv4813-KDEL (9,53 kB Vektor und 1,15 kB Expres-
sionskassette, AmpR, CarbR, KanR) leitet sich von dem binären Pflanzenexpressionsvektor 
pPCV002 (Koncz und Schell, 1986) ab und wird sowohl in E. coli als auch in A. tumefaciens 
repliziert. Er enthält die CaMV-35S-Promotorkassette des Vektors pRT101 (Töpfer et al., 
1988) mit duplizierter 35S-Enhancer-Region (35SS) (Kay et al., 1987; Becker, 1990) sowie 
die 3'-untranslatierte Region (3'-UT Region) „pseudoknot wildtype region“ von TMV und die 
Terminations- und Polyadenylierungssequenz des CaMV (pA35S). Die über EcoRI und AscI 
eingesetzte Expressionskassette setzt sich aus der 5'-UT Region der Chalconsynthase von 
Petroselium (CHS, Reimold et al., 1983), dem kodonoptimierten murinen Signalpeptid für die 
schwere Kette des anti-TMV monoklonalen Antikörpers mAk24 (LPH*) (Voss, 1995, 
Vaquero et al., 1999), dem Antikörperfragment scFv4813 und dem SEKDEL-Sequenzmotiv 
zur Retention des exprimierten Proteins im endoplasmatischen Retikulum (Munro und 
Pelham, 1987) zusammen. 
pRm3 (= pUC35S-Lpck) (Lipka, 1999; Dr. Thomas Rademacher, Inst. für Biologie VII der 
RWTH Aachen, persönliche Mitteilung): 
Der Vektor pRm3 (2,8 kB Vektor und 2,64 kB Insert; AmpR) ist ein pUC18 Derivat 
(Sambrook et al., 1989) mit pflanzlicher Expressionskassette, die über EcoRI und HindIII 
Material und Methoden  27 
subkloniert worden war und sich aus folgenden Komponenten zusammensetzte: 35S-Promo-
torkassette des CaMV mit drei integrierten Tet-Operatorelementen, Chloroplastentransitpeptid 
der kleinen Untereinheit der Rubisco (rbcS1) aus Solanum tuberosum, Sequenz einer 
modifizierten Version der PEP-Carboxykinase A und der ocs-Terminationssequenz. 
pUbinos (Dr. Eva Stöger, Inst. für Biologie VII der RWTH Aachen, persönliche Mitteilung): 
Der Pflanzenexpressionsvektor pUbinos (5,2 kB, AmpR) enthält eine für die Fremdgenexpres-
sion in Monokotyledonen generierte Expressionskassette, bestehend aus dem Promotor, dem 
5'-nicht-translatierten Exon und dem ersten Intron des Ubiquitin-1 Gens aus Z. mays sowie 
der nos 3'-UT Region. Die 2,3 kB große Expressionskassette war über die Schnittstellen SphI 
und KpnI in den pUC18 Vektor (Sambrook et al., 1989) kloniert worden.  
pPAM-pL-Hyg: 
Der Vektor pAM-pL-Hyg (5,1 kB, AmpR, HygR) ist ein Derivat des binären Pflanzenexpres-
sionsvektors pPAM (GenBank: AY027531) und wird sowohl in E. coli als auch in 
A. tumefaciens repliziert. Die XbaI Restriktionsschnittstelle im Vektorrückgrat ist entfernt und 
eine „multiple cloning site“ (MCS) über die polierten Restriktionsschnittstellen EcoRI und 
SacII eingesetzt worden. Der Vektor enthält außerdem ein in der nos-Expressionskassette 
vorliegendes modifiziertes aphIII Gen (gesamt: 1,2 kB), das für Hygromycinresistenz kodiert. 
Die nos-Expressionskassette war über EcoRV in den pPAM Vektor kloniert worden und 
stammt aus der pGREEN Vektorserie (Hellens et al., 2000), die von Nicola Leyland (John 
Innes Centre, Norwich, Großbritannien) zur Verfügung gestellt worden war. 
pSPAMks-gfp (Dr. Thomas Rademacher, persönliche Mitteilung): 
Dieser Pflanzenexpressionsvektor (4,7 kB Vektoranteil, 1,8 kB Expressionskassette, AmpR, 
CarbR, KanR) ist ebenfalls ein Derivat des pPAM Plasmids. Er enthält das Kanamycin-
resistenz verleihende nptII Gen unter Kontrolle des nos-Promotors und eine über AscI und 
NotI subklonierte Expressionskassette bestehend aus 35SS-Promotor, 5'-UT Region des 
„tobacco etch virus“ (TEV; Carrington und Freed, 1990), der cDNA einer mutierten Version 
(S65C) des „green fluorescent protein“ (gfp; Reichel et al., 1996) und der pA 35S als 3'-UT 
Region. Die vom 35SS-Promotor getriebene Fremdgenexpressionskassette ist von zwei 
„scaffold attachment regions“ (SARs) aus dem 3'-Bereich des rb7-5A-Gens von N. tabacum 
(Breyne et al; 1992, Allen et al., 1996) flankiert. 
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pTRAkt-gfp (Dr. Thomas Rademacher, persönliche Mitteilung): 
Der pTRAkt-gfp Pflanzenexpressionsvektor (6,6 kB Vektoranteil, 1,8 kB Expressionskasset-
te, AmpR, CarbR, KanR) ist ein Derivat des pSPAMks-gfp Vektors: Über EcoRV wurde eine 
nos Expressionskassette mit einem modifizierten nptII Gen ohne interne NcoI-Schnittstelle, 
die aus der pGREEN Vektorserie stammte (Hellens et al., 2000), subkloniert. Darüber hinaus 
wurden weitere störende Restriktionsschnittstellen außerhalb der Fremdgenexpressions-
kassette (EcoRI, XbaI und NotI) entfernt und die Sequenz des Transkriptionsstarts der Expres-
sionskassette unter Kontrolle des 35SS-Promotors basierend auf den Untersuchungen von Pih 
et al. (1995) optimiert:   
pSPAM:  TATA-Box (-2)GAC(+2)CTCG 
pTRA:  TATA-Box (-2)GAC(+2)ACGC
pTRAkc-dhfr AH: 
Dieser Vektor (6,6 kB Vektoranteil, 2,7 kB Expressionskassette, AmpR, CarbR, KanR) unter-
scheidet sich vom pTRAkt-gfp Vektor lediglich im Aufbau der Fremdgenexpressionskassette: 
Die CHS fungiert als 5'-UT Region; es folgt die Sequenz für das LPH* Signalpeptid zur 
sekretorischen Expression der Dihydrofolatreduktase (dhfr) aus G. max, mit C-terminalem 
His6-Motiv. 
pTRAkc-dhfr ERH: 
Der Vektor pTRAkc-dhfr ERH ist identisch mit dem pTRAkc-dhfr AH Plasmid und enthält 
zusätzlich 3' unterhalb des His6-Motivs das SEKDEL Sequenzmotiv (Munro und Pelham, 
1987) zur Lokalisation des Fremdproteins im endoplasmatischen Retikulum (ER). 
pTRAk-TP-DsRed (Dr. Thomas Rademacher, persönliche Mitteilung): 
Die Expressionskassette dieses Vektors (6,6 kB Vektoranteil, 2,0 kB Expressionskassette, 
AmpR, CarbR, KanR) besteht aus dem 35SS-Promotor, der TEV als 5'-UT Region gefolgt von 
der Sequenz des „granule bound starch synthase“ (GBSS) Chloroplastentransitpeptids aus 
H. vulgare cv. Vogelsanger Gold (GenBank: X07932). Die DsRed cDNA kodiert für „red 
fluorescent protein“ aus der Riffkoralle Discosoma sp. (Jach et al., 2001), der sich die pA35S 
als 3'-UT Region anschließt. 
pPAC (Dr. Thomas Rademacher, persönliche Mitteilung): 
Der Plastidentransformationsvektor pPAC (Vektorgröße: 4,9 kB, AmpR, SpecR) ist ein 
Derivat des Vektors pFaadAII (Koop et al., 1996). Durch Verkürzung der zum Chloroplasten-
genom homologen Sequenzen wurde die Vektorgröße des Ursprungsvektors im pPAC Vektor 
annähernd halbiert. Des weiteren wurde eine dicistronische Expressionskassette generiert, die 
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sich aus den folgenden Elementen zusammensetzt: Promotor der plastidär kodierten RNA 
Polymerase (Prrn) (Hajdukiewicz et al., 1997), gefolgt vom Promotor der nukleär kodierten 
RNA Polymerase (PclpP-53) (Hajdukiewicz et al., 1997), der modifizierten 5'-UT Region mit 
Ribosomenbindungsstelle (RBS) des Gens psbA (Hirose und Sugiura, 1996; Eibl et al., 1999) 
und einer MCS zur Subklonierung von Fremdgenen. Es folgte eine zweite RBS, der das aadA 
Gen zur Selektion auf Spectinomycin (Spec) und die 3'-UT Region der großen Untereinheit 
des Rubisco Gens rbcL aus C. reinhardtii nachgeschaltet waren. 
II.1.6 Bakterienstämme 
Der Bakterienstamm Escherichia coli (E. coli) DH5α diente bei allen Klonierungsschritten als 
Empfänger rekombinanter DNA und wurde darüber hinaus zur Vermehrung und Isolierung 
von Plasmid-DNA verwendet. Dieser K12 Stamm zeichnet sich durch folgenden Genotyp 
aus: F-, endA, hsdR17, supE44, thi-1, recA1, gyrA, relA1, ∆(lacZYA-argF), φ80d, lacZ∆M15 
(Ausubel et al., 1994). 
Zur Agrobakterien-vermittelten Transformation von Pflanzenzellen (II.2.9.3,II.2.9.4, 
II.2.9.6) wurde rekombinante DNA zunächst in den Agrobacterium tumefaciens 
(A. tumefaciens) Stamm GV3101 übertragen. Dieser Stamm trägt das Helferplasmid 
pMP90RK (Koncz und Schell, 1986), das Resistenz gegen die Antibiotika Gentamycin und 
Kanamycin verleiht. Die Agrobakterien wurden mit binären Pflanzenexpressionsvektoren, die 
Carbenicillin-Resistenz als bakteriellen Selektionsmarker trugen, transformiert. 
II.1.7 Pflanzenmaterial 
Sowohl transiente als auch stabile Transformationen von Tabakpflanzen (II.2.9.3, II.2.9.4) 
erfolgten standardmäßig mit Nicotiana tabacum L. cv. Petit Havana SR1. Lediglich für die 
Chloroplastentransformation (II.2.9.5) wurde die Tabaklinie N. tabacum L. cv. Petit Havana 
verwendet, da auf Spectinomycin-Resistenz selektioniert wurde und das Kultivar Petit Havana 
SR1 per se für dieses Antibiotikum resistent ist. 
Die Expression der verschiedenen Genkonstrukte wurde darüber hinaus in den Tabaksus-
pensionszellen N. tabacum L. cv. Bright Yellow 2 (BY-2) (Kato et al., 1972) untersucht. 
II.1.8 Humane Zellinien 
Die Bindungseigenschaften von pflanzlich exprimiertem IL-4 DM wurden mittels Durchfluß-
zytometrie unter Verwendung der CD124 positiven humanen Zellinien Ramos (Custer und 
Lotze, 1990) und L-540 (Diehl, 1981) analysiert (II.3.7). Die Zellen wurden zweimal 
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wöchentlich 1:5 in frischem RMPI 1650 Flüssigmedium (Cytogen; Cat-Nr.: P04-16500) 
verdünnt und bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. 
II.1.9 Medien, Puffer und Lösungen 
Standard-Medien, -Puffer und -Lösungen wurden, sofern nicht in der jeweiligen Methode 
vermerkt, nach Sambrook et al. (1989) und Ausubel et al. (1994) mit entionisiertem Wasser 
angesetzt. Der pH-Wert wurde in der Regel mit 1 M HCl oder 1 M NaOH vor der Sterilisation 
eingestellt. Die Sterilisation erfolgte durch Autoklavieren (25 min/121°C/2 bar) oder durch 
Filtration bei thermolabilen Lösungen und Lösungskomponenten (Ausschlußgröße 0,2 µm). 
Für die Herstellung fester Nährmedien wurde als Verfestigungskomponente 1,5% (w/v) Agar 
vor dem Autoklavieren zugesetzt. 
II.1.10 Geräte, Apparaturen und sonstiges Zubehör 
? Äkta Purifier 100 und XK 16/20 Säule (Amersham Bioscience, Freiburg) 
? Arcus II Scanner mit AGFA FotoLook 3.5 Software (AGFA, Köln) 
? Biolistic Particle Delivery System Model PDS-1000/He (BioRad, München) 
? BioPhotometer (Eppendorf, Hamburg) 
? Biosensor-Meßgerät: BIACORE 2000 (Biacore, Freiburg) 
? CASY 1 Cellcounter (Schärfe System, Reutlingen) 
? Chromatographiesäulen und Chromatographiemedien: Amersham Bioscience und BioRad 
? Digitalkamera: NIKON CoolPix 4500 (NIKON, Düsseldorf) 
? DNA Sequenzierautomaten und Zubehör: 
Li-Cor 4200 L-2 (MWG-Biotech) 
ABI Prism 3700 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster, CA, USA) 
? Elektrotransformationsapparatur: 
Gene Pulser und Pulse Controller Unit (BioRad) 
? FacsCalibur (Becton Dickinson, Heidelberg) 
? Fermenter: 
 Bioreaktoren: Rührreaktoren: 2-L oder 5-L Glasreaktor bzw. 7-L oder 30-L Edelstahlreaktor (Applikon, 
Schiedam, Niederlande) 
Steuerungen: ADI 1030 bzw. 1060 Biocontroller (Applikon) 
Datenaufzeichnung: BioXpert Version 1.11 (Applikon) 
? Fluoreszenz Spektrophotometer: AMINCO BOWMAN Series 2 Luminescence Spectrometer (Polytech, 
Waldbronn) 
? Gelelektrophorese-Apparaturen, Kämme und Stromversorgung (BioRad) 
? Hera Cell Incubator (Kendro) 
? Inkubator-Schüttler: Innova 4430 und 4340 (New Brunswick Scientific, Nürtingen) 
? Leica KL1500 LCD Lampe mit Glasfaseroptik (Leitz,Wetzlar) mit aufgesetztem Anregungsfilter zur 
Grünanregung (BP: 545/30) und Farbfolie No. 182 light red (Farbfilter Lee) 
? Magnetischer Partikel Konzentrator MPC-E (Dynal, Hamburg) 
? Mikroskope: Dialux 20 (Leitz, Wetzlar) 
 Eschenbach Typ: 34671 (Eschenbach Optik Germany, Nürnberg) 
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? Motorgetriebener Edelstahlpistill (Heidolph über VWR, Darmstadt) 
? PCR-Thermocycler: Primus 25 und Primus 96 (MWG-Biotech, Ebersberg) 
? Photometer: Zweistrahl-Spektrophotometer Uvikon 930 (Kontron, Neufahrn) 
? Proteinelektroblotting-Apparaturen und Zubehör: Mini Trans-Blot Cell (BioRad) 
? Proteingel-Apparaturen und Zubehör: Mini-PROTEAN 3 Electrophoresis cell (BioRad) 
? Reinstwasser Systeme Easypure UV/UF (Werner GmbH, Leverkusen) 
? Rotoren: SS-34 und GS-3 (Du Pont, Bad Homburg); F-0650, F-2402H, JA-2550, JLA-10.500 und 
JLA-16.250 (Beckman) 
? Speed-Vac Zentrifuge: Eppendorf Concentrator 5301 (Eppendorf) 
? Sterilbank Hera Safe HS12 (Kendro, Hanau) 
? Ultraschallaufschlußapparaturen: Labsonic U (B. Braun Biotech, Melsungen) und Bandelin Sonoplus 
Ultraschallsonde UW2070 mit Microspitze aus Titan MS72 (Bandelin Electronic, Berlin) 
? UV-Transilluminator und Fotodokumentationssystem: 299 (Herolab, Wiesloch) 
? Varioklav Dampfsterilisator (H+P Labortechnik, Oberschleißheim) 
? Vakuumexsikkator (Glaswerk Wertheim) 
? Vakuumpumpe: Trivac S4A (Leybold-Heraeus, Osterode) 
? Vortex-Genie 2 (Scientific Industries Inc., Bohemia, USA)  
? Warring Blender (VWR, Darmstadt) 
? Zellwaschgerät: Dade Serocent (Baxter, LA, USA) 
? Zentrifugen: RC-5B/RC-5C (Sorvall, Bad Homburg); Biofuge A und Biofuge Pico (Heraeus Instruments, 
Hanau); Avanti 30, J20 und J25 (Beckman, Fullerton, Nebraska, USA) 
II.1.11 Genehmigung der durchgeführten Arbeiten 
Die Genehmigung der gentechnischen Anlage und der durchgeführten, gentechnischen 
Arbeiten ist unter der Registrierbescheid-Nr. 04/1/0866/88 beim Regierungspräsidenten des 
Regierungsbezirkes Köln eingetragen. 
II.2 Molekularbiologische Methoden 
II.2.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Die Polymerase-Kettenreaktion ist die molekularbiologische Standardmethode zur in vitro 
Amplifikation und Modifikation von DNA (Saki et al., 1985). PCR Methoden kamen bei der 
Amplifikation von cDNAs, bei der Einführung neuer Restriktionsschnittstellen und anderer 
Sequenzmotive zum Einzatz. Außerdem wurden transformierte Agrobakterienklone mittels 
PCR auf das Vorhandensein der Pflanzenexpressionsvektoren untersucht. Dazu wurde Zell-
material von Bakterienkolonien oder aus Flüssigmedium mit einer Pipettenspitze direkt in 
einen Standard-PCR-Reaktionsansatz überführt. Durch Erhitzen der Proben wurde die 
Plasmid-DNA aus den Bakterien freigesetzt und war als Matrize für die Amplifikations-
reaktionen zugänglich. 
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Die PCR-Reaktionen wurden in silikonisierten 200 µl „PCR-strip“-Reaktionsgefäßen 
angesetzt. Der Standard-PCR Mix setzte sich zusammen aus: 
 Komponente Endkonzentration 
 Matrizen-DNA 10-100 ng 
 5'-Primer 0,2 µM 
 3'-Primer 0,2 µM 
 10 x Taq DNA-Polymerase-Puffer 10% (v/v) 
 MgCl2 1,5-2,5 mM 
 dNTP-Mix 0,2 mM 
 DMSO (optional) 5% (v/v) 
 Taq DNA-Polymerase  2 U 
 Reinstwasser ad 50 µl 
Die PCR-Reaktionen wurden in Thermozyklern durchgeführt und beinhalteten folgende 
Teilreaktionen (Standard-PCR Programm): 
 Schritt Temperatur Zeit Zyklen
 Initiale Denaturierung 94°C 5 min 1 x 
 Denaturierung 94°C 30-60 sec   
 Primer-Anlagerung TP 30-45 sec                 30-40 x 
 Primer-Verlängerung 72°C 30-90 sec   
 Finale Verlängerung 72°C 5-8 min 1 x 
Die Anlagerungstemperatur Tp liegt per Definition 5°C unterhalb der Schmelztemperatur Tm 
des Primers. Die Tm wiederum ist abhängig von der Primerlänge und demVerhältnis von C/G 
zu A/T des zu der Matrize komplementären Bereiches. Die Anlagerungstemperatur liegt meist 
zwischen 46°C und 60°C. 
Bei der Herstellung der kodonoptimierten IL-4 DM Genversionen (III.1.2) wurde aufgrund 
der langen Oligonukleotide und der geringen Komplementarität ein Rampen-PCR-Programm 
zur Amplifikation verwendet, das aus folgenden Teilschritten bestand: 
 Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Denaturierung 94°C 60 sec 
Temperatur 80°C   1 sec 
Rampe ↓  0,3°C/sec  25 x 
Primeranlagerung 55°C 30 sec 
Primer-Verlängerung 72°C 40 sec 
II.2.2 DNA-Sequenzierung 
Die Sequenzierung von Plasmid-DNA erfolgte nach der Didesoxy-Kettenabbruchmethode 
(Sanger et al., 1977), die im „cycle sequencing“ mit der von Saki et al. (1985) beschriebenen 
PCR-Amplifikationsmethode (II.2.1) kombiniert wurde. Sequenzierungen wurden teilweise 
mit dem LiCor 4200 L-2 Automaten-Sequenzierer (MWG) unter Verwendung des 
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„SequiTherm EXCEL II DNA Sequencing KIT“ bzw. des „Thermosequenase Fluorescence 
Labelled Cycle Sequencing Kit“ (Amersham Bioscience) nach Herstellerangaben durch-
geführt. Für jede Sequenzierreaktion wurden pro kB Vektorgröße 150 ng gereinigte Plas-
mid-DNA (II.2.6) und je 1 pmol der mit den Fluoreszenzfarbstoffen IRD 700 bzw. IRD 800 
markierten Sequenzierprimer (MWG) eingesetzt. Die PCR-amplifizierten Sequenzier-
reaktionen wurden mit dem LiCor Sequenzierautomaten in denaturierenden (6 M Harnstoff) 
4,6-6,0% (w/v) PAA-Gelen (Sambrook et al., 1989) aufgetrennt. Die Sequenzdaten wurden 
von der systemeigenen Software aufgezeichnet und ausgewertet. 
Alternativ wurde Plasmid-DNA mit dem ABI Prism 3700 Genetic Analyzer (Applied 
Biosystems) unter Verwendung der „BigDye Terminators Cycle Sequencing Kit“ (Applied 
Biosystems) sequenziert. Auch hierbei wurden pro kB Vektorgröße 150 ng gereinigte 
Plasmid-DNA (II.2.6) und je 20 pmol Primer eingesetzt. Im Unterschied zum LiCor System 
waren beim ABI System die einzelnen Didesoxynukleotide unterschiedlich fluoreszenz-
markiert und die PCR-amplifizierten Proben wurden in Kapillaren aufgetrennt. Die Sequenz-
daten wurden von der systemeigenen Software aufgezeichnet und ausgewertet. 
II.2.3 DNA-Klonierungstechniken 
II.2.3.1 Restriktion von DNA 
DNA-Restriktionen wurden gemäß den Herstellervorgaben durchgeführt. 1 µg DNA wurde in 
der Regel mit 1-4 U Enzym für mindestens 1 h bei optimaler Reaktionstemperatur geschnit-
ten. Restriktionen mit zwei verschiedenen Enzymen wurden in einem Doppelverdau unter 
Beachtung der Pufferkompatibilität angesetzt. Benötigten die Restriktionsenzyme nicht-kom-
patible Reaktionsbedingungen, so wurde zunächst mit einem Enzym geschnitten und der 
Reaktionsansatz mit dem „QIAquick Gel Extraction Kit“ (Qiagen) entsprechend den Arbeits-
anweisungen zur Reinigung von PCR-Reaktionen gereinigt. Anschließend wurde die 
Plasmid-DNA mit dem zweiten Restriktionsenzym verdaut. 
II.2.3.2 Dephosphorylierung linearisierter DNA 
Die Alkalische Phosphatase aus Krabben („shrimps alkaline phosphatase“, SAP; Roche Mole-
cular Biochemicals) entfernt freie 5'-Phosphatreste der DNA und verhindert so die Religation 
geschnittener DNA-Fragmente. Restringierte Vektor-DNA wurde mit SAP für 15-60 min bei 
37°C dephosphoryliert. Das Enzym wurde anschließend bei 65°C für 15 min hitzeinaktiviert.  
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II.2.3.3 „Fill-in“ Reaktion 
Für die Ligation von DNA-Fragmenten, deren überhängende Enden nicht komplementär 
zueinander waren, wurden die 5'-Überhänge über die 5'→3'-Polymeraseaktivität der 
T4 DNA-Polymerase zu glatten Enden aufgefüllt (Lin et al., 1987). Die „fill-in“-Reaktion 
wurde in Gegenwart von 5 mM MgCl2 und 2 mM dNTPs bei 12°C für 30 min durchgeführt. 
Das Abstoppen der Reaktion erfolgte durch Zugabe von EDTA (Endkonzentration: 100 mM) 
und Hitzeinaktivierung bei 75°C für 10 min. 
II.2.3.4 Ligation restringierter DNA-Fragmente 
Restringierte DNA-Fragmente wurden durch Zugabe von 80 U T4 DNA-Ligase (entspricht 
1,2 Weiss units) oder 1 µl Quick T4 DNA-Ligase im vom Hersteller vorgegebenen Puffer-
system und einem Gesamtvolumen von 20 µl verknüpft. Ligationen von DNA-Fragmenten 
mit überhängenden komplementären Enden („sticky ends“) wurden für 30-180 min bei 22°C 
inkubiert, wobei das Insert in dreifach molarem Überschuß zur Vektormenge eingesetzt 
wurde. Ligationen von DNA-Fragmenten mit glatten Enden („blunt ends“) wurden über 
Nacht bei 16°C inkubiert und der molare Überschuß des Inserts wurde teilweise auf den 
Faktor sechs erhöht. 
II.2.4 Reinigung, Fällung und Konzentrationsbestimmung von DNA 
II.2.4.1 Reinigung von PCR-Produkten über Dynabeads Streptavidin  
PCR-Produkte, die durch Amplifikation mit biotinylierten Primern (II.1.4.1) generiert worden 
waren, wurden an Dynabeads M-280 gekoppeltes Streptavidin (Dynal, Hamburg) gebunden 
und in Kombination mit dem „Magnetic Particle Concentrator“ MPC-E (Dynal) gereinigt. Die 
Präparation der Dynabeads und die Bindung der PCR-Proben wurde den Herstellerangaben 
entsprechend durchgeführt. Der Reaktionsansatz wurde zweimal mit einem Volumen B&W 
Puffer (PBS, pH 7,4 mit NaCl in einer Endkonzentration von 2 M) gewaschen und dann mit 
einem Volumen 1 x Restriktionspuffer äquilibriert. Die gebundenen PCR-Fragmente wurden 
mit den für die Klonierung genutzten Restriktionsenzymen verdaut (II.2.3.1) und dabei von 
den Dynabeads freigesetzt. Auf diese Weise sollte sichergestellt werden, daß nur geschnittene 
PCR-Fragmente den anschließenden Ligationsansätzen (II.2.3.4) zugeführt wurden. 
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II.2.4.2 Reinigung von PCR-Produkten 
PCR-Reaktionen, die keine kontaminierenden Beiprodukte in der analytischen Gelelektro-
phorese (II.2.5.1) aufwiesen, wurden mit dem „QIAquick PCR Purification Kit“ (Qiagen) 
gemäß den Arbeitsanweisungen des Herstellers gereinigt. 
II.2.4.3 Fällung von DNA 
Zur Konzentrierung, Reinigung und Umpufferung von DNA aus wäßrigen Lösungen wurden 
Präzipitationen mit absolutem (abs.) Ethanol oder Isopropanol durchgeführt. Die Proben 
wurden mit 2,5 Volumen abs. Ethanol und 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,2) bzw. mit 
0,7 Volumen Isopropanol versetzt und mindestens zwei Stunden bei -20°C oder 30 min 
bei -70°C gefällt. Anschließend wurde die DNA durch Zentrifugation bei 13.000 x g und 4°C 
für 20 min sedimentiert, mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert 
(13.000 x g/4°C/10 min). Das DNA-Pellet wurde für 15 min bei Raumtemperatur (RT) oder 
für 5 min in der Speed-Vac Zentrifuge getrocknet und dann in sterilem, entionisiertem Wasser 
aufgenommen. 
II.2.4.4 Photometrische Bestimmung der DNA Konzentration 
Die Konzentration und Reinheit einer DNA-Probe wurde durch photometrische Messung der 
beiden Wellenlängen 260 nm und 280 nm bestimmt. Dabei entspricht eine Extinktion von 1,0 
bei einer Wellenlänge von 260 nm einer Konzentration von 50 µg/ml doppelsträngiger DNA 
(ds DNA). Die Reinheit einer DNA-Probe ergibt sich aus dem Extinktionskoeffizienten 
260 nm/280 nm und liegt bei sauberen DNA Präparationen zwischen 1,8 und 1,9. 
II.2.5 Agarosegelelektrophorese von DNA 
II.2.5.1 Analytische Agarosegelelektrophorese 
Die Auftrennung von DNA in 0,8-2,0% (w/v) Agarosegelen bei einer Feldstärke von 
3-5 V/cm2 diente der Überprüfung von Fragment- und Vektorgrößen nach Restriktionen 
(II.2.3.1) oder PCR-Amplifikationen (II.2.1) sowie der Konzentrationsabschätzung von 
DNA-Proben. Größen- und Konzentrationsstandard war entweder 500 ng mit PstI geschnit-
tene DNA des λ-Phagen (λ-PstI), 500 ng der 1 kB „DNA ladder“ von Invitrogen oder 500 ng 
der 100 Bp „DNA ladder“ von NEB. Die Herstellung der Gele und die Durchführung der 
Elektrophorese erfolgte nach Sambrook et al. (1989) in 1 x TBE-Puffer unter Zusatz von 
0,1 µg/ml Ethidiumbromid. Dokumentiert wurden die Agarosegele mit dem digitalen Photo-
dokumentationssystem von Herolab bei einer Wellenlänge von 302 nm. 
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II.2.5.2 Präparative Agarosegelelektrophorese 
Präparative Agarosegelelektrophoresen wurden durchgeführt, um einzelne DNA-Fragmente 
nach einer Restriktion (II.2.3.1) oder PCR-Amlifikation (II.2.1) möglichst rein aus dem 
jeweiligen Reaktionsansatz zu isolieren. Die aufgetrennten DNA-Fragmente wurden mit 
einem Skalpell aus dem Gel geschnitten und mit dem „QIAquick Gel Extraction Kit“ 
(Qiagen) nach Herstellerangaben gereinigt.  
II.2.6 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli 
Zur Analyse einer größeren Anzahl rekombinanter Bakterienklone nach Transformationen 
wurde Plasmid-DNA nach der „boiling-prep“-Methode (HOLMES und QUIGLEY, 1981) 
isoliert und in RNase A-haltigem Reinstwasser (100 µg/ml Endkonzentration) resuspendiert. 
Plasmid-DNA für Klonierungsschritte (II.2.3) oder Sequenzierungen (II.2.2) wurde mit dem 
„QIAprep Spin Miniprep Kit“ (Qiagen) gemäß den Arbeitsanweisungen des Herstellers 
isoliert. 
Größere Mengen an Plasmid-DNA (≥ 100 µg) wurden unter Verwendung des „QIAGEN 
Plasmid Maxi Kits“ (Qiagen) nach Herstellerangaben aus rekombinanten E. coli DH5α Bak-
terienkulturen isoliert. 
II.2.7 Anzucht von Bakterien 
II.2.7.1 Anzucht von E. coli und Herstellung von Stammkulturen 
E. coli Kulturen wurden als Schüttelkultur (180-225 UpM) in LB-Flüssigmedium bei 37°C 
üN kultiviert. Zur Anzucht rekombinanter E. coli Kulturen wurde dem Medium Ampicillin 
(Amp) in einer Endkonzentration von 100 µg/ml zugesetzt. Rekombinante Bakterien wurden 
nach einer Transformation zur Selektion auf LB-Amp100-Agarplatten üN bei 37°C inkubiert. 
LB-Amp100-Agarplatten wurden auch zur kurzzeitigen Lagerung von Bakterienklonen auf 
Masterplatten verwendet und bei 4°C gelagert. Stammkulturen von E. coli wurden durch 
Mischen eines Volumens LB-Amp100-Flüssigkultur mit einem Volumen 40% (v/v) sterilen 
Glycerins hergestellt und bei -80°C gelagert. 
II.2.7.2 Anzucht von A. tumefaciens und Herstellung von Stammkulturen 
A. tumefaciens Kulturen wurden standardmäßig für 20-26 h bei 28°C in YEB-Medium, das 
die Antibiotika Rifampicin (Rif; Endkonzentration: 25 mg/l) und Kanamycin (Kan, End-
konzentration: 25 mg/l) enthielt, entweder in Flüssigkultur unter Schütteln bei 180 UpM oder 
auf Platte angezogen. Die zusätzliche Supplementierung der Medien mit Carbenicillin (Carb; 
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Endkonzentration: 50 mg/l) diente der Selektion rekombinanter A. tumefaciens. Zur Anlegung 
von Stammkulturen wurden die Bakterien einer 48 h alten Antibiotika-haltigen YEB-Flüssig-
kultur sedimentiert (4.000 x g/15 min/RT) und in 1/20 Volumen YEB-Medium resuspendiert. 
Die Bakterienlösung wurde mit einem Volumen sterilem GSM gemischt und bei -80°C 
gelagert. 
? YEB-Medium, pH 7,4 
 Fleischextrakt 0,5% (w/v) 
 Hefe-Extrakt 0,1% (w/v) 
 Trypton 0,1% (w/v) 
 Sucrose 0,5% (w/v) 
 Die Medienbestandteile wurden in entionisiertem Wasser gelöst, der pH wurde mit 1 M NaOH eingestellt 
und die Lösung wurde auf 1 l aufgefüllt. Das Medium wurde autoklaviert und nach Abkühlung auf 60°C 
wurden MgSO4 in einer Endkonzentration von 2 mM und die jeweiligen Antibiotika steril zugegeben. 
? GSM, pH 7,4 
 Tris-HCl, pH 7,4 50 mM 
 MgSO4 200 mM 
 Glycerin 50% (v/v) 
II.2.8 Transformation von Plasmid-DNA in Bakterien 
II.2.8.1 Herstellung Hitzeschock-kompetenter E. coli 
Für die Transformation von Plasmid-DNA oder Ligationsansätzen (II.2.3.4) mittels Hitze-
schock wurden E. coli DH5α Zellen durch Behandlung mit Rubidiumchlorid (RbCl) 
chemisch kompetent gemacht. 100 ml LB-Medium wurden 1:100 mit einer E. coli üN 
Vorkultur inokuliert und in Schüttelkultur bei 37°C inkubiert, bis die optische Dichte (OD) 
bei 600 nm einen Wert von ca. 0,5-0,8 annahm. Die Kulturen wurden für 10 min auf Eis 
gestellt und anschließend zentrifugiert (4.000 x g/15 min/4°C). Die sedimentierten Zellen 
wurden vorsichtig in 30 ml eiskaltem TfB-I aufgenommen und 10 min auf Eis gekühlt. Nach 
einer erneuten Zentrifugation (4.000 x g/15 min/4°C) wurden die sedimentierten Bakterien-
zellen vorsichtig in 4 ml eiskaltem TfB-II resuspendiert. Die kompetenten Bakterien wurden 
in 100 µl Aliquote portioniert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.  
? TfB-I, pH 5,8 
 RbCl 100 mM 
 MnCl2 50 mM 
 K-acetat 30 mM 
 CaCl2 10 mM 
 Glycerin 15% (v/v) 
Die Lösungskomponenten wurden in entionisiertem Wasser gelöst, und der pH wurde mit verdünnter 
Essigsäure eingestellt. Die Lösung wurde sterilfiltriert und bei 4°C gelagert. 
? TfB-II, pH 6,8 
 RbCl 10 mM 
 MOPS (3-(N-Morpholino)propanesulfonic acid) 10 mM 
 CaCl2 75 mM 
 Glycerin 15% (v/v) 
Die Lösungskomponenten wurden in entionisiertem Wasser gelöst, und der pH wurde mit 1 M NaOH 
eingestellt. Die Lösung wurde sterilfiltriert und bei 4°C gelagert. 
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II.2.8.2 Hitzeschock-Transformation von E. coli 
Die RbCl-kompetenten E. coli Zellen (II.2.8.1) wurden langsam auf Eis aufgetaut. Es wurden 
50-100 ng Plasmid-DNA oder 10 µl eines Ligationsansatzes (II.2.3.4) zu den Zellen pipettiert, 
der Ansatz wurde vorsichtig durchmischt und für 20 min auf Eis gelagert. Der Hitzeschock 
erfolgte in einem 42°C warmen Wasserbad für 70 sec. Nachdem die Zellen für 2 min auf Eis 
gekühlt worden waren, wurden dem Reaktionsansatz 900 µl LB-Flüssigmedium zugegeben. 
Die Bakterienzellen konnten sich während der anschließenden 45-minütigen Inkubation bei 
37°C und Schütteln (225 UpM) regenerieren, bevor Aliquote des Transformationsansatzes auf 
LB-Amp100-Agarplatten ausgestrichen wurden. Die Platten wurden üN bei 37°C inkubiert. 
II.2.8.3 Herstellung elektrokompetenter A. tumefaciens 
Zunächst wurden 100 ml YEB-Rif50-Kan25-Flüssigmedium 1:100 mit einer üN Vorkultur des 
Agrobakterienstammes GV3101 angeimpft und bei 28°C und Schütteln (225 UpM) bis zu 
einer OD600nm von 1,2 inkubiert. Dies dauerte ca. 15-20 h. Die Bakterienkultur wurde für 
10 min auf Eis gekühlt und danach zentrifugiert (3.500 x g/5 min/4°C). Die sedimentierten 
Zellen wurden vorsichtig in 10 ml eiskaltem, sterilem Reinstwasser resuspendiert und erneut 
wie oben beschrieben zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde insgesamt dreimal durchge-
führt. Die sedimentierten Bakterien aus dem letzten Zentrifugationsschritt wurden in 500 µl 
10% (v/v) eiskaltem, sterilem Glycerin aufgenommen. Die resuspendierten kompetenten 
Zellen wurden in 45 µl Portionen aliquotiert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und 
bei -80°C gelagert. 
II.2.8.4 Elektrotransformation von A. tumefaciens 
Zu den langsam aufgetauten elektrokompetenten Bakterienzellen (II.2.8.3) wurde 0,5-1 µg 
Plasmid-DNA gegeben, vorsichtig gemischt, und der Ansatz wurde für 10 min auf Eis 
gestellt. Die Elektroporation wurde mit dem „GenePulser“, der „Pulse Controller Unit“ und 
Küvetten mit 0,2 cm Elektrodenabstand (BioRad) gemäß den Herstellerangaben bei 2,5 kV, 
200 Ω und 25 µF durchgeführt. Nach dem Elektroimpuls wurde der Reaktionsansatz mit 
900 µl SOC-Medium versetzt und die Bakterien durch Inkubation bei 28°C für 1 h 
regeneriert. Aliquote des Transformationsansatzes wurden auf YEB-Rif25-Kan25-Carb50-Agar-
platten ausgestrichen und bei 28°C für 48-72 h inkubiert. 
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II.2.9 Kultivierung und Transformation von Pflanzenzellen 
II.2.9.1 Kultivierung von N. tabacum 
II.2.9.1.1 Allgemeine Kultivierungsbedingungen 
Tabakpflanzen (N. tabacum L.) wurden im Gewächshaus (in Abhängigkeit von der Außen-
temperatur bei 22°C oder mehr) oder in der Klimakammer (24°C, 16 h Licht, 8 h Dunkel, 
5.000-10.000 Lux) kultiviert. Die Sterilkulturen für stabile Transformationen (II.2.9.4, 
II.2.9.5), die daraus resultierenden regenerienden Pflänzchen sowie die infiltrierten Blätter aus 
transienter Transformation (II.2.9.3) wurden in der Klimakammer gehalten. Die Anzucht von 
älteren stabil transformierten Tabakpflanzen und von Tabakpflanzen, deren Blätter zur 
transienten Infiltration verwendet wurden, erfolgte im Gewächshaus. 
II.2.9.1.2 Anzucht steriler Tabakpflanzen 
Zur Anzucht steriler Pflanzen des Kultivars N. tabacum cv. Petit Havana SR1 für die stabile 
Kerntransformation (II.2.9.4), bzw. des Kultivars N. tabacum cv. Petit Havana für die stabile 
Chloroplastentransformation (II.2.9.5) wurde Samen in 70%-igem (v/v) Ethanol für 5 min 
oberflächensterilisiert und anschließend gründlich mit sterilem deionisiertem Reinstwasser 
gewaschen. Die Samen wurden auf MS-I-Platten ausgelegt und zu Keimlingen angezogen, die 
in sterile Weckgläser überführt bis zu einer Größe von 15 cm kultiviert wurden. 
? MS-I Medium, pH 5,8: 
 MS-Salze (Murashige und Skoog, 1962, Duchefa, Cat.-Nr.: M0221) 0,43% (w/v) 
 Sucrose 2% (w/v) 
 Myo-Inositol 100 mg/l 
 Thiamin-HCl  1 mg/l 
 Glycin 2 mg/l 
 Nicotinsäure 0,5 mg/l 
 Pyridoxin-HCl 0,5 mg/l 
 Agar 0,8% (w/v) 
Die Medienbestandteile wurden in Reinstwasser gelöst, der pH mit 1 M NaOH eingestellt und die Lösung 
auf 1 l aufgefüllt. Das Medium wurde durch Autoklavieren sterilisiert. 
II.2.9.2 Anzucht von A. tumefaciens zur Pflanzentransformation 
Für die Transformation von Tabak wurden die Agrobakterien zur Induktion der vir-Gene in 
Acetosyringon-haltigen Medien angezogen (Deblaere et al., 1985). Zunächst wurde eine 8 ml 
YEB-Rif25-Kan25-Carb50-Flüssigvorkultur 1:100 mit Stammkultur rekombinanter Agrobak-
terien inokuliert und für ca. 35-40 h kultiviert (28°C/180 UpM). Die YEB-Kan25-Carb50-
Hauptkultur (etwa 150 ml für eine transiente Transformation (II.2.9.3)) wurde dann 1:50 mit 
der Vorkultur angeimpft und bei 28°C und 180 UpM für 24 h inkubiert. Am vierten Tag 
wurde die Hauptkultur mit Acetosyringon (Endkonzentration 20µM), Glucose (Endkonzen-
tration: 10 mM) und MES, pH 5,6 (Endkonzentration: 10 mM) supplementiert, und die Inku-
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bation wurde bei 25-28°C und 180 UpM für weitere 20 h fortgesetzt. Am Transformationstag 
wurde zunächst die OD600nm der Bakterienkultur bestimmt und mit Infiltrationsmedium auf 
einen Wert von 1,0 eingestellt. Bei transienten Infiltrationen größerer Blattmengen wurden die 
Agrobakterien alternativ mit 5% (w/v) Sucroselösung auf die gewünschte OD600nm verdünnt. 
Anschließend wurde der Bakteriensuspension Acetosyringon in einer Endkonzentration von 
200 µM zugegeben, bevor diese dann zur transienten (II.2.9.3) oder stabilen (II.2.9.4) 
Transformation eingesetzt wurde. 
? 2 x Infiltrationsmedium, pH 5,6:  
 MS-Salze 0,86% w/v) 
 Sucrose 10% (w/v) 
 Glucose 20 mM 
Die Medienbestandteile wurden in Reinstwaser gelöst, der pH mit 1 M NaOH eingestellt und die Lösung 
auf 1 l aufgefüllt. Das Medium wurde durch Autoklavieren sterilisiert. 
II.2.9.3 Transiente Transformation von Tabakblättern 
Die transiente A. tumefaciens-vermittelte Transformation von Blättern wurde mit der von 
Kapila et al. (1996) beschriebenen Methode der Vakuuminfiltration durchgeführt. Frisch 
abgeschnittene Blätter von N. tabacum cv. Petit Havana SR1 wurden in Weckgläser gelegt 
und beschwert, so daß sie vollständig in der Suspension rekombinanter Agrobakterien unter-
getaucht waren. Die Weckgläser wurden luftdurchlässig verschlossen, in einen Vakuum-
exsikkator gestellt und einem Unterdruck von 40-60 mbar für ca. 20 min ausgesetzt. Das 
Anlegen des Unterdrucks diente der vollständigen Entfernung von Luft aus den Blattgeweben. 
Durch Aufhebung des Unterdrucks dringen die Agrobakterien über die Stomata in die 
Interzellularräume der Blätter ein. Erfolgreich infiltrierte Blätter waren an ihrem gleichmäßig 
durchscheinenden Habitus erkennbar und wurden in Schalen auf angefeuchtetem Whatman-
Filterpapier ausgelegt. Die Schalen wurden mit Frischhaltefolie verschlossen und für 3-7 Tage 
in der Klimakammer inkubiert (II.2.9.1). 
II.2.9.4 Stabile Kerntransformation von N. tabacum cv. Petit Havana SR1 
Die stabile Kerntransformation von N. tabacum cv. Petit Havana SR1 erfolgte mit der von 
Horsch et al. (1985) beschriebenen „leaf-disc“ Methode. Die Mittelrippe von vier bis fünf 
Wochen alten Tabakblättern aus Sterilkultur (II.2.9.1.2) wurde entfernt und die Blätter in 
1-2 cm2 große Stücke zerkleinert. Die Blattstücke wurden für 15 Minuten in Agrobakterien-
suspension (II.2.9.2) komplett eingetaucht. Anschließend wurden die Blattstücke auf ange-
feuchtetes Whatmanpapier gelegt und drei Tage lang inkubiert. Zur Entfernung der Agrobak-
terien von den Blattoberflächen wurden die Blattstücke in sterilem Wasser, das Claforan in 
einer Endkonzentration von 200 mg/l enthielt, gewaschen, bevor sie dann – mit der adaxialen 
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Seite nach oben weisend – auf Kallus-induzierendes festes Medium gelegt wurden. Zur 
Selektion enthielt das Medium je nach verwendeten Resistenzmarkern Kanamycin (End-
konzentration: 100 mg/l), Hygromycin (Endkonzentration: 50 mg/l) oder beide Antibiotika. 
Nach etwa vier Wochen waren die dem Blattkallus entspringenden, resistenten Blattsprossen 
groß genug, um auf Wurzel-induzierendes Medium überführt zu werden. Etwa 10-14 Tage 
später waren erste Wurzeln ausgebildet; daraufhin wurden die Tabakpflanzen in Torfquell-
töpfe (Jiffy-7) umgesetzt und bis zur Analyse der Proteinexpression (II.3.1.1, II.3.4.1, II.3.5) 
in diesen gehalten. 
? Kallus-induzierendes Medium (MS-II), pH 5,8: 
 MS-Salze 0,43% (w/v) 
 Sucrose 2% (w/v) 
 Myo-Inositol 100 mg/l 
 Thiamine-HCl 1 mg/l 
 Glycin 2 mg/l 
 Nicotinsäure 0,5 mg/l 
 Pyridoxin-HCl 0,5 mg/l 
 Agar 0,8% (w/v) 
Die Medienbestandteile wurden in entionisiertem Reinstwasser gelöst, der pH mit 1 M NaOH eingestellt 
und die Lösung auf 1 l aufgefüllt. Das Medium wurde autoklaviert, und nachdem es auf 50°C abgekühlt 
war, wurden – neben den im Text erwähnten Antibiotika – die folgenden Supplemente in den ange-
gebenen Endkonzentrationen steril zugegeben: 
BAP (6-Benzylaminopurin) 1 mg/l 
NAA (α-Naphtalenessigsäure) 0,1 mg/l 
Claforan 200 mg/l 
? Wurzel-induzierendes Medium (MS-III), pH 5,8: 
 MS-Salze 0,43% (w/v) 
 Sucrose 2% (w/v) 
 Myo-Inositol 100 mg/l 
 Thiamine-HCl 1 mg/l 
 Glycin 2 mg/l 
 Nicotinsäure 0,5 mg/l 
 Pyridoxin-HCl 0,5 mg/l 
 Agar 0,8% (w/v) 
Die Medienbestandteile wurden in entionisiertem Reinstwasser gelöst, der pH mit 1 M NaOH eingestellt 
und die Lösung auf 1 l aufgefüllt. Das Medium wurde autoklaviert, und nachdem es auf 50°C abgekühlt 
war, wurden – neben den im Text erwähnten Antibiotika – noch Claforan in der Endkonzentrationen 
200 mg/l steril zugegeben. 
II.2.9.5 Plastomtransformation von N. tabaccum cv. Petit Havana 
Die Chloroplastentransformation des Tabak Kultivars Petit Havana wurde durch Partikel-
beschuß mit dem „Biolistic Particle Delivery System Model PDS-1000/He“ der Firma 
BioRad erreicht. Als DNA-tragende „microcarrier“ wurden 1,0 µm große Goldpartikel 
verwendet (Hibberd et al., 1998). Die Beladung der „microcarrier“ mit DNA basierte auf der 
von Sanford et al. (1993) beschriebenen Methode: Zu 50 µl Goldpartikel (dies entsprach etwa 
3 mg) wurden 10 µg isolierter Plasmid-DNA (II.2.6) pipettiert. Die Suspension wurde auf 
einem Vortex mit Halterungsaufsatz für 1,5 ml Reaktionsgefäße intensiv durchmischt. Die 
Vortex-Geschwindigkeit wurde reduziert, so daß es möglich war, das Reaktionsgefäß zu 
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öffnen und 50 µl einer 2,5 M Calciumchloridlösung hinein zu pipettieren. Nach Schließen des 
Reaktionsgefäßes wurde die Vortexgeschwindigkeit wieder auf Maximum erhöht und etwa 
2 min gehalten. Anschließend wurden dem Reaktionsansatz 20 µl einer 0,1 M Spermidin-
lösung in gleicher Weise zugeführt. Nach mehrminütigem Durchmischen bei maximaler 
Vortexgeschwindigkeit wurden die beladenen Goldpartikel durch kurzes Zentrifugieren in 
einer Eppifuge sedimentiert, und der Überstand wurde vorsichtig abgezogen. Die Partikel 
wurden mit 250 µl absolutem Ethanol und unter intensivem Durchmischen gewaschen, 
abermals sedimentiert und in 75 µl absolutem Ethanol resuspendiert. Unter moderater 
Vortex-Geschwindigkeit wurden dem Ansatz 10 µl Aliquots entnommen und gleichmäßig auf 
die „macrocarrier“ verteilt, die zuvor in ihre Halterungen eingeführt worden waren. Nach 
vollständiger Evaporation des Ethanols erfolgten die Partikelbeschüsse der Tabakblätter mit 
folgenden Einstellungen: Die eingesetzten „rupture discs“ zerbarsten bei 1.100 psi oder 
1.300 psi, und die eingestellte Lücke zwischen „rupture disc“ und der „retaining cap“ betrug 
1/8 Zoll. Der verwendete Abstand von „macrocarrier“ zum „stopping screen“ betrug 1 cm, die 
„microcarrier“ Flugentfernung wurde auf 6 cm festgelegt. Zur Evakuierung der Kammer 
wurde ein Vakuum von 28 inch Hg angelegt. Das verwendete Zubehör wurde durch Auto-
klavieren sterilisiert und im Trockenschrank getrocknet. Der Innenraum des 
Partikelbeschußsystems wurde mit 70%-igem (v/v) Ethanol oberflächensterilisiert. 
Für jedes zu transformierende Konstrukt wurden sechs steril angezogene N. tabacum 
cv. Petit Havana Blätter mit je 500 µg DNA-beladenem „microcarrier“ beschossen. Danach 
wurden die Blätter zunächst zwei Tage lang auf RMOP-Platten ohne Antibiotikum in der 
Klimakammer (24°C, 16 h Licht, 8 h Dunkel, 5.000-10.000 Lux) inkubiert. Anschließend 
wurden die Blätter – nach Entfernung der Mittelrippe – mit einem Skalpell in 3-5 mm2 große 
Stücke zerkleinert und mit der adaxialen Seite nach oben weisend auf RMOP-Selektions-
platten, die Spectinomycin (Spec) in einer Endkonzentration von 500 mg/l enthielten, gelegt. 
Die Inkubation erfolgte in der Klimakammer für 8-10 Wochen, bis resistente Kalli auftraten. 
Zwischenzeitlich wurden die Blattstückchen regelmäßig kontrolliert und alle 2-3 Wochen auf 
frische Platten transferiert. Blattsprossen, die den Kalli entsprangen, wurden erneut in kleine 
Stücke geschnitten und auf frischen RMOP-Spec500-Selektionsplatten ausgelegt, so daß sich 
aus diesen abermals Kalli bilden konnten. Insgesamt wurden so drei Selektionsrunden 
durchgeführt, bevor die Blattsprosse auf Spectinomycin-haltiges, Wurzel-induzierendes 
Medium (II.2.9.4) transferiert wurden. Nach Einsetzen der Wurzelbildung wurden die Tabak-
pflänzchen in Torfquelltöpfe (Jiffy-7) umgesetzt und bis zur Analyse der Proteinexpression 
(II.3.4.1) in diesen gehalten. 
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? RMOP-Medium, pH 5,8 (Svaab et al., 1990):  
 MS-Salze 0,43% (w/v) 
 Sucrose 3% (w/v) 
 Myo-Inositol 100 mg/l 
 Thiamin-HCl 1 mg/l 
 NAA (α-Naphtalenessigsäure) 0,1 mg/l 
 BAP (6-Benzylaminopurin) 1 mg/l 
 Agar 0,6% (w/v) 
Die Medienbestandteile wurden in entionisiertem Reinstwasser gelöst, der pH mit 1 M NaOH eingestellt 
und die Lösung auf 1 l aufgefüllt. Das Medium wurde autoklaviert, und nachdem es auf 50°C abgekühlt 
war, wurde Spectinomycin in der Endkonzentrationen 500 mg/l steril zugegeben. 
II.2.9.6 Stabile Kerntransformation von N. tabacum BY-2 Suspensionszellen 
Für die stabile Transformation von BY-2 Tabaksuspensionszellen wurden diese mit rekombi-
nanten Agrobakterien koinkubiert (An, 1985). Die induzierten Agrobakterien, die wie in 
II.2.9.2 beschrieben angezogen worden waren, wurden zu 3 ml einer logarithmischen (d.h. 
drei Tage alten) BY-2 Wildtyp Suspensionskultur gegeben, wobei die finale OD600nm der 
Bakterien 0,05 betrug. Dem Transformationsansatz wurde außerdem Acetosyringon in einer 
Endkonzentration von 200 µM zugefügt. Nach drei Tagen Koinkubation in der Klimakammer 
bei 24°C und Dunkelheit wurde der Transformationsansatz mit 2 ml Claforan-haltigem BY-2 
Medium (Endkonzentration: 200 mg/l) resuspendiert. 500 µl Aliquote wurden auf festes BY-2 
Selektionsmedium (II.2.9.7), das neben den Antibiotika Kanamycin und/oder Hygromycin 
auch Claforan enthielt, verteilt. Die Petrischalen wurden nach Evaporation der Flüssigkeit des 
plattierten Transformationsansatzes geschlossen und mit Parafilm umwickelt. Resistente Kalli 
bildeten sich nach etwa vier bis sechs Wochen. Diese wurden zunächst vereinzelt und später 
wie in II.3.5 und II.3.4.1 beschrieben auf Fremdgenexpression analysiert. 
II.2.9.7 Kultivierung von N. tabacum BY-2 Suspensionszellen 
BY-2 Zellen wurden im Dunkeln bei 24°C auf Festmedium oder als Suspensionskultur bei 
26°C und 180 UpM kultiviert. Die Kalli wurden einmal pro Monat auf frische Platten 
umgesetzt. Suspensionskulturen wurden durch Transfer von Kallusmaterial in Flüssigmedium 
und wöchentlicher Zugabe von frischem BY-2 Medium nach etwa vier Wochen etabliert. Die 
Schüttelkolbenkulturen wurden wöchentlich umgesetzt. Dabei wurden nicht-rekombinante 
BY-2 Zellen 1:50 und rekombinante BY-2 Zellen 1:20 standardmäßig umgeimpft. Durch 
Kultivierung der BY-2 Schüttelkolbenkulturen bei 16°C konnte die routinemäßige Subkulti-
vierung auf eine Zeitspanne von vier Wochen erhöht werden. 
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? BY-2 Medium, pH 5,8: 
 MS-Salze 0,43% (w/v) 
 Sucrose 3% (w/v) 
 KH2PO4 200 mg/l 
 Myo-Inositol 100 mg/l 
 Thiamine-HCl 1,0 mg/l 
 2,4-D (2,4-Dichlorophenoxyacetic acid) 0,2 mg/l 
 Agar (optional) 0,8% (w/v) 
Die Medienbestandteile wurden in entionisiertem Reinstwasser gelöst, der pH mit 1 M NaOH eingestellt 
und die Lösung auf 1 l aufgefüllt. Das Medium wurde autoklaviert, und nachdem es auf 50°C abgekühlt 
war, wurden bei Bedarf die Antibiotika Kanamycin (Endkonzentration: 100 mg/l) und/oder Hygromycin 
(Endkonzentration: 50 mg/l) sowie Claforan (Endkonzentration: 200 mg/l) steril zugegeben.  
II.2.9.8 Fermentation von N. tabacum BY-2 Suspensionszellen 
Rekombinante BY-2 Suspensionszellen wurden im 2 l bis 30 l Maßstab in autoklavierbaren 
glas- oder stahlgefertigten Doppelmantel-Bioreaktoren der Firma Applikon kultiviert. Die 
Fermentationen wurden standardmäßig mit sieben Tage alten Vorkulturen, die wie in II.2.9.7 
beschrieben angezogen worden waren, angeimpft, wobei das Inokulationsvolumen 10% (v/v) 
betrug. Die Kultivierung erfolgte in BY-2 Medium (II.2.9.7) bei einer Temperatur von 26°C 
und einer Belüftungsrate von 0,1 vvm. Der Sollwert („setpoint“) der Gelöstsauerstoffkonzen-
tration im Medium wurde auf 20% eingestellt. Die Dauer einer BY-2 Pflanzenzellfermenta-
tion konnte in Abhängigkeit vom Fermentationsvolumen und von der gewählten Fermenta-
tionsstrategie variieren, betrug aber durchschnittlich etwa zehn Tage.  
Im Rahmen der Diplomarbeit von Kathrin Schmale (2002) wurden unterschiedliche Fer-
mentationsstrategien (batch, fed-batch, kontinuierlich sowie repeated-batch mit Medienaus-
tausch) mit IL-4 DM exprimierenden BY-2 Zellinien getestet und die Auswirkungen in bezug 
auf Wachstum der Zellen und auf Produktausbeute untersucht. Detaillierte Darstellungen zu 
Fermentationen von IL-4 DM produzierenden BY-2 Zellinien können dieser Diplomarbeit 
entnommen werden. 
II.3 Biochemische und immunologische Methoden 
II.3.1 Isolierung rekombinanter Proteine aus Pflanzenzellen 
Die Isolierung rekombinanter Proteine aus Pflanzenzellen wurde in Abhängigkeit vom zu 
untersuchenden Ausgangsmaterial mit unterschiedlichen Methoden vollzogen. Unabhängig 
von der Aufschlußmethode wurden die Proben während der Aufarbeitung nach Möglichkeit 
gekühlt auf Eis gelagert. Bei den ersten transienten Expressionsversuchen (III.2.1) wurden die 
Proben mit einem Proteinextraktionspuffer (200 mM Tris, pH 7.5; 5 mM EDTA; 10 mM 
2-Mercaptoethanol; 0,1% (v/v) Tween-20; 10 mM Ascorbinsäure) aufgeschlossen, der sich 
zur Extraktion verschiedener rekombinanter Proteine aus Tabakblättern bereits bewährt hatte. 
Im Rahmen der Arbeit wurde jedoch frühzeitig die Zusammensetzung der Proteinextraktions-
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puffer für die Isolierung der Zielproteine IL-4 DM und CD124 modifiziert (vgl. III.7.1 für 
IL-4 DM) und fortan standardmäßig zur Proteinextraktion genutzt. 
? IL-4 DM Proteinextraktionspuffer, pH 4,0: 
 Na-acetat 20 mM 
 NaCl 500 mM 
? CD124 Proteinextraktionspuffer, pH 7,5: 
 Tris-HCl 200 mM 
Für den Aufschluß transgener BY-2 Zellen wurde dem jeweiligen Proteinextraktionspuffer 
zusätzlich 3% (v/v) DMSO zugesetzt. Bei der Analyse von IL-4 DM/CD124 Koexpressionen 
wurde das Pflanzenmaterial mit dem IL-4 DM Proteinextraktionspuffer aufgeschlossen. 
Der Aufschluß von Blattmaterial im Rahmen des Nachweises der IL-4 DM Expression 
plastidär transformierter Tabakpflanzen (III.3.2) wurde teilweise unter Verwendung eines 
alternativen denaturierenden Proteinextraktionspuffers (Markus Sack, Inst. für Biologie VII 
der RWTH Aachen, pers. Mitteilung) vollzogen, der einen effizienten Zellaufschluß und die 
Freisetzung aller Proteine gewährleistete. 
? denaturierender Proteinextraktionspuffer, pH 6,8: 
 Tris-HCl 75 mM 
 Harnstoff 9 M 
 SDS 4,5% (w/v) 
 2-Mercaptothenol 7,5% (v/v) 
II.3.1.1 Isolierung rekombinanter Proteine aus Tabakblättern 
Die Proteinextraktion agroinfiltrierter Tabakblätter (II.2.9.3) erfolgte in der Regel durch 
Mörsern des Blattmaterials in flüssigem Stickstoff zu einem feinen Pulver. Nach Zugabe von 
zwei Volumen Proteinextraktionspuffer wurde das Mörsern bis zur vollständigen Homogeni-
sation der Probe fortgesetzt. Der Pflanzenextrakt wurde bei 15.000 x g und 4°C für 25 min 
zentrifugiert und der Zentrifugationsüberstand auf das Vorhandensein der rekombinanten 
Proteine untersucht (II.3.4.1). 
Zur Analyse der rekombinanten Proteinexpression in stabil transformierten Tabakpflanzen 
(II.2.9.4, II.2.9.5) wurden pro Pflanze zwei Blattscheiben von je 2 cm2 Größe (ca. 40 mg pro 
Blattscheibe) ausgestanzt, in 1,5 ml Reaktionsgefäß transferiert und mit zwei Volumen 
Proteinextraktionspuffer unter Verwendung eines motorgetriebenen Edelstahlpistills 60-90 
sec lang homogenisiert. Der Pflanzenextrakt wurde zentrifugiert (15.000 x g/ 4°C/25 min) und 
analysiert.  
Größere Mengen Blattmaterial (100 g und mehr) wurden mit dem Warring Mixer 
(Blender) aufgeschlossen. Zu den tiefgefrorenen Blättern wurden zwei bis drei Volumen 
Proteinextraktionspuffer gegeben, und die Homogenisation wurde durch vier bis sechs Mix-
intervalle für 15-30 sec und einem Intervall für 2 min erreicht. Das grobe Pflanzenmaterial 
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wurde durch Filtrieren über Miracloth und Zentrifugation bei 30.000 x g und 4°C für 45 min 
aus dem Rohextrakt entfernt. Anschließend wurde der geklärte Zentrifugationsüberstand 
durch Filter der Porengröße 1,2 µm druckfiltriert, um Schwebestoffe und andere Partikel, die 
die Chromatographiesäule verstopfen können, abzutrennen. 
II.3.1.2 Isolierung rekombinanter Proteine aus BY-2 Suspensionszellen 
II.3.1.2.1 Isolierung rekombinanter Proteine aus BY-2 Kalli und Schüttelkolbenkul-
turen 
Die Zellen von BY-2 Kalli wurden durch Ultraschallbehandlung aufgeschlossen. Das Zell-
material wurde mit zwei Volumen Proteinextraktionspuffer auf dem Vortex intensiv durch-
mischt und je nach verwendeter Ultraschallsonde mit den folgenden Konditionen aufge-
schlossen: Für die Labsonic U Apparatur (B. Braun Biotech) wurden zwei Serien für 30 sec 
bei 60 Watt und 0,5 sec Intervall durchgeführt. Für die Bandelin Sonoplus Ultraschallsonde 
UW2070 (Bandelin Electronic) wurde eine Serie für 60 sec bei 9 x 10% Zyklus und 20% 
Leistung eingestellt. Die Proben wurden zentrifugiert (15.000 x g/4°C/25 min) und der Über-
stand zur Expressionsanalyse verwendet (II.3.4.1, II.3.5). 
Bei den etablierten BY-2 Schüttelkolbenkulturen wurden neben den Pflanzenzellen auch 
das Kulturmedium auf sekretiertes, rekombinant exprimiertes Protein hin untersucht. Das 
Kulturmedium wurde entweder durch Zentrifugation bei 13.000 x g für 5 min oder alternativ 
mittels Unterdruckfiltration durch Miracloth von den BY-2 Zellen separiert und direkt analy-
siert (II.3.4.1, II.3.5). 
II.3.1.2.2 Isolierung von IL-4 DM aus Fermentationsernten 
Das Kulturmedium geernteter Fermentationsbrühen wurde durch Vakuumfiltration über 
Miracloth von den BY-2 Pflanzenzellen geklärt und in 300-1000 ml Portionen bei -20°C 
gelagert. Das im folgenden beschriebene Protokoll zur Gewinnung von IL-4DM aus tiefge-
frorenen BY-2 Überständen ist anhand der in Kapitel III.7.7 präsentierten Beobachtungen und 
Ergebnisse im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstellt worden. 
Zur Aufarbeitung wurden die Proben zunächst bei 4-8°C üN und anschließend 1 h bei RT 
und Rühren langsam aufgetaut. Nach einer Lagerung bei 4°C für 2-3 h wurden die Proben bei 
30.000 x g und 4°C für 35 min zentrifugiert. Der Zentrifugationsüberstand wurde verworfen 
und das Zentrifugationspellet, das das rekombinante IL-4 DM enthielt, wurde in zwei Volu-
men IL-4 Extraktionspuffer resuspendiert.  
Zur Extraktion von IL-4 DM aus dem Pellet wurde der Ansatz bei 37°C und 180 UpM für 
3 h inkubiert und anschließend zentrifugiert (30.000 x g/35 min/16°C). Der Zentrifugations-
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überstand wurde abgenommen und bis zur Reinigung von IL-4 DM (II.3.8) bei 4°C 
aufbewahrt. Die Extraktion von IL-4 DM aus dem Zentrifugationspellet wurde wie oben 
beschrieben wiederholt, wobei wiederum der Zentrifugationsüberstand aufbewahrt und das 
Pellet schließlich verworfen wurde. 
? IL-4 Extraktionspuffer, pH 4,0: 
 Na-acetat 20 mM 
 NaCl 660 mM 
 EDTA  5 mM 
II.3.2 Chloroplastenisolierung aus Tabakblättern 
Zum Nachweis der Akkumulation von plastidär lokalisiertem IL-4 DM wurden die Chloro-
plasten frisch infiltrierter (II.2.9.3) Tabakblätter im Percoll-Gradienten nach der von Hopp-
mann et al. (2002) beschrieben Methode isoliert. Die Integrität der präparierten Chloroplasten 
wurde lichtmikroskopisch bestätigt. Zum vollständigen Aufschluß der Chloroplasten wurden 
diese zunächst über Nacht bei -20°C gelagert, danach aufgetaut einer Ultraschallbehandlung 
unterzogen, wobei die Geräteeinstellungen identisch mit denen in II.3.1.2.1 waren. 
II.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Coomassie Brilliant Blue Färbung  
II.3.3.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Die Auftrennung von Proteinen nach ihrer Größe wurde in denaturierenden, diskontinuier-
lichen SDS-PAA-Gelelektrophoresen (SDS-PAGE) unter reduzierenden Bedingungen nach 
Laemmli (1970) durchgeführt, wobei Sammelgele die Zusammensetzung T=4%, C=2,7%, pH 
6,8 und Trenngele entweder T=12% oder T=15%, C=2,7%, pH 8,8 hatten. Nach Zugabe von 
1/5 Vol. 5 x SDS-Probenpuffer wurden die proteinhaligen Proben für 5 min durch Erhitzen 
auf 100°C denaturiert und kurz zentrifugiert (13.000 x g/5 min). Die Proteinproben aus den 
transienten Koexpressionsstudien von IL-4 DM und dem IL-4 Rezeptor (III.4.3) wurden 
teilweise vor dem Kochen mit 5 x SDS-Probenpuffer versetzt, der kein 2-Mercaptoethanol 
enthielt. Die Verwendung des nicht-reduzierenden Probenpuffers sollte den Nachweis der 
Formation von IL-4 DM/IL-4 Rezeptor-Komplexen erleichtern. Die in einer „Mini 
PROTEAN 3“-Apparatur (BioRad) bei 100 V und 4°C für 60 min aufgetrennten Proteine 
wurden entweder mit Coomassie Brilliant Blue unspezifisch angefärbt (II.3.3.2) oder auf 
Nitrocellulosemembranen transferiert (II.3.4) und in immunologischen Nachweisreaktionen 
spezifisch detektiert (II.3.4.1). 
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? 5 x SDS-Probenpuffer (reduzierend): 
 Tris-HCl, pH 6,8 62,5 mM 
 Glycerin 30% (v/v) 
 SDS 4% (w/v) 
 2-Mercaptoethanol 10% (v/v) 
 Bromphenolblau 0,05% (w/v) 
? SDS-Laufpufer: 
 Tris 25 mM 
 Glycine 192 mM 
 SDS 0,5% (w/v) 
II.3.3.2 Coomassie Brilliant Blue Färbung 
Die unspezifische Visualisierung elektrophoretisch aufgetrennter Proteine im Gel erfolgte 
durch Anfärbung mit Coomassie Brilliant Blue G-250 (Wilson, 1983) für ca. 1 h bei RT und 
anschließender Entfärbung nichtproteinhaltiger Bereiche mit Entfärbelösung über Nacht bei 
RT. Zur Abschätzung der Größen der angefärbten Proteine wurde entweder der „Mark12 
unstained standard“ (Mark12) von Invitrogen oder der „Prestained Protein Marker Broad 
Range“ (PPM) von NEB verwendet. 
? Coomassie-Färbelösung: 
 Coomassie Brilliant Blue G-250 0,25% (w/v) 
 Methanol 50% (v/v) 
 Eisessig 9% (v/v) 
 tri-Chlor-Essigsäure 2% (v/v) 
? Coomassie-Entfärbelösung: 
 Methanol 5% (v/v) 
 Eisessig 7,5% (v/v) 
II.3.4 Western-Blot Analysen 
In Western-Blot Analysen konnten rekombinante Proteine im Nanogrammbereich nachge-
wiesen und ihre Größe bestimmt werden. Als Größenstandard wurde der „Prestained Protein 
Marker Broad Range“ (PPM) von NEB aufgetragen. Die in der SDS-PAA-Gelelektrophorese 
größenabhängig aufgetrennten Proteine wurden mittels „Electro-Tank-Blotting“ (Towbin 
et al., 1979) bei 200 V und 4°C für 90-120 min auf Nitrocellulosemembranen transferiert.  
? Western-Blot Puffer: 
 Tris 25 mM 
 Glycin 192 mM 
 Methanol 20% (v/v) 
II.3.4.1 Immunologischer Nachweis rekombinanter Proteine 
Nach Absättigung unspezifischer Bindungsstellen der Nitrocellulosemembran mit Milch-
pulver bzw. bei der Detektion mit M-α-penta His Antikörper mit Rinderserumalbumin (RSA) 
wurden die rekombinanten Proteine über immunologische Nachweisreaktionen markiert und 
durch die Substratumsetzung der Alkalischen Phosphatase (AP) Aktivität des sekundären 
AP-konjugierten Nachweisantikörpers spezifisch visualisiert (Burnette, 1981). 
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Allgemeines Schema der immunologischen Nachweisreaktionen: 
Arbeitsschritt Komponente Inkubation
Absättigung 5% (w/v) Milchpulver in PBS, pH 7,2 30 min bei RT 
 oder  oder üN bei 4°C 
 3% (w/v) RSA in PBS, pH 7,2 
Ak-Ag-Bindung primärer Nachweisantikörper in PBS 1 h bei RT 
  oder üN bei 4°C 
AkAP-Ak-Bindung AP-konjugierter sekundärer Nachweisantikörper 1 h bei RT 
in PBS 
Substratreaktion NBT/BCIP  5-20 min bei RT 
Die Membranen wurden zwischen den einzelnen Inkubationsschritten jeweils dreimal mit 
PBS-T (PBS mit 0,05% (v/v) Tween-20) gewaschen und vor Durchführung der Substrat-
reaktion kurz in AP-Substratpuffer äquilibriert. Die Substratreaktion wurde für 5-20 min im 
Dunkeln inkubiert und durch gründliches Waschen der Membranen mit Wasser abgestoppt. 
Die Dokumenation der Nachweisreaktionen erfolgte durch Scannen der Western-Blot Mem-
branen. 
? AP-Substratpuffer, pH 9,6: 
 Tris-HCl, pH 9,6 100 mM 
 NaCl 100 mM 
 MgCl2 5 mM 
Übersicht über die verwendeten Nachweisantikörper sowie deren Endkonzentration (II.1.3): 
Zielepitop primärer Nachweisantikörper sekundärer Nachweisantikörper 
IL-4 DM M-α-hIL-4 [2,4 µg/ml] GAMAP H+L [80 ng/ml] 
IL-4 DM G-α-hIL-4 [500 ng/ml] RAGAP H+L [80 ng/ml] 
CD124 M-α-CD124 [250 ng/ml] GAMAP H+L [80 ng /ml] 
His6-Tag M-penta-α-His [100 ng/ml] GAMAP H+L [80 ng /ml] 
II.3.4.2 Immunologische Charakterisierung des Glykosylierungsmusters von IL-4 DM 
Die einzelnen Inkubationsschritte entsprechen den unter II.3.4.1 aufgeführten Arbeits-
schritten, wobei die Nitrocellulosemembranen mit 3% (w/v) RSA (Fraktion V; Serva) abge-
sättigt wurden. Durch Hybridisierung mit biotinyliertem Concanavalin A (Endkonzentration: 
3 µg/ml) und Detektion mit AP-markiertem Streptavidin (Endkonzentration: 200 ng/ml) sollte 
α-glykosidisch verknüpfte Mannose und damit präferentiell Oligosaccharide des Typs 
„high-mannose“ nachgewiesen werden (Faye und Chrispeels, 1985). Das biotinylierte Lektin 
von Aleuria Aurantia (Endkonzentration: 3 µg/ml) bindet präferentiell α-1,3- und α-1,6-gly-
kosidisch verknüpfte Fucosereste. Mit R-α-HRP Serum (Endkonzentration: 600 ng/ml) – in 
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Kombination mit GARAP H+L (Endkonzentration: 100 ng/ml) – wurden Proteine auf das 
Vorhandensein von α-1,3 Fucose und β-1,2 Xylose (Faye et al., 1993) getestet. 
II.3.4.3 Densitometrische Abschätzung der IL-4 DM Konzentration  
In den frühen IL-4 DM Expressionsstudien der vorliegenden Arbeit wurden die Proteinakku-
mulationsmengen durch densitometrische Messung der IL-4 DM Bandenintensitäten im 
Western-Blot und Vergleich mit dem bakteriell exprimierten IL-4 DM Standardprotein 
bekannter Konzentration (Bayer HealthCare, Wuppertal) abgeschätzt. Die Quantifizierung der 
Signalintensitäten erfolgte mit der AIDA 3.1 Software (Raytest, Straubenhardt). 
II.3.5 Dot-Blot Analysen stabil transformierter Tabakpflanzen und BY-2 Kalli  
Zur Evaluierung der Expression rekombinanter Proteine wurden für jedes stabil transformierte 
Konstrukt in der T0-Generation etwa 80-100 regenerierte Tabakpflanzen bzw. 30-70 Antibio-
tika-resistente BY-2 Kalli im Dot-Blot analysiert. Die Präparation der Proteinextrakte erfolgte 
wie unter II.3.1 beschrieben. 20-100 µl des Überstandes wurden mit Hilfe eines angelegten 
Unterdrucks auf eine mit Wasser angefeuchtete Nitrocellulosemembran aufgetragen. Unspezi-
fische Bindungen der Membran wurden mit Milchpulver blockiert. Die rekombinanten 
Proteine wurden anschließend wie in II.3.4.1 beschrieben immunologisch nachgewiesen. 
II.3.6 Konzentrationsbestimmung von IL-4 DM durch Oberflächenplasmonresonanz-
messungen 
Mit der BIACORE® 2000 durchgeführte Analysen ermöglichen die Echtzeit-Messung von 
Interaktionen zwischen Biomolekülen (Malmqvist, 1993). Dabei ist eine Bindungs-
komponente, der Ligand, auf einem Sensorchip immobilisiert, und die andere Komponente, 
der Analyt, wird in kontinuierlichen Fluß über die Oberfläche des Sensorchips geleitet. Das 
optische Detektionsprinzip basiert auf Oberflächenplasmonresonanz (SPR: „surface plasmon 
resonance“). Die SPR-Signale – angegeben in „resonance units“ (RU) – reflektieren Änderun-
gen in der Massenkonzentration auf der Detektoroberfläche, die durch Bindung oder Disso-
ziation von Biomolekülen hervorgerufen werden. Das genaue Meßprinzip und seine 
vielfältigen Anwendungenmöglichkeiten sind u.a. von Malmqvist und Karlsson (1997) und 
Malmqvist (1999) dargestellt worden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde unter 
Verwendung des Biacore Systems eine Methode zur Bestimmung der Menge an pflanzlich 
exprimiertem IL-4 DM entwickelt (III.5). Dabei dienten definierte Konzentrationen des 
bakteriell exprimiertem IL-4 DM Proteins (Bayer HealthCare) als Standard zur Bestimmung 
der Korrelation von SPR-Signal zur IL-4 DM Konzentration. 
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Als Ligand fungierte monoklonaler anti-humanes IL-4 Antikörper (II.1.3), der nach dem 
unten aufgeführten Protokoll unter Verwendung des „Amine coupling kits“ (Biacore) auf 
einen CM5 Sensorchip (Biosensor) immobilisiert wurde. Die zu messenden IL-4 DM Proben 
wurden mindestens 1:10 in HBS-EP Laufpuffer verdünnt und in folgenden, sich für jede 
Probe wiederholenden Zyklen analysiert: Nach zweimaliger Regeneration des Sensorchips 
mit je 5 µl 30 mM HCl und einer Flußrate (F) von 100 µl/min wurden 20 µl Probe mit einer 
Flußrate von 5 ml/min injiziert. Die Auswertung der Messungen erfolgte mit der BIAevalua-
tion Software Version 3.0 (Biacore). 
? Immobilisationsprotokoll:  
 Aktivierung: EDC/NHS (100 mM N-Ethyl-N’-(3’-Dimethylaminopropyl)-Carbo- 
  diimid-Hydrochlorid, 400 mM N-Hydroxy-Succinimid) 
  V = 70 µl; F = 10µl/min 
 Immobilisierung: M-α-hIL-4 Antikörper in 10 mM Acetat-Puffer pH 4,75 
  V = 20 µl; F = 5 µl/min    
 Deaktivierung: 1 M Ethanolamin Hydrochlorid, pH 8,5 
  V = 70 µl; F = 10 µl/min 
 Konditionierung: 100 mM HCl 
  V = 10 µl; F = 5 µl/min  
 Regeneration: 30 mM HCl 
  V = 30 µl; F = 30 µl/min 
? HBS-EP Laufpuffer: 
 NaCl 150 mM 
 HEPES, pH 7,4 10 mM 
 EDTA 3,4 mM 
 Surfactant-P20 (Tween-20) 0,05% (v/v) 
? Regenerationspuffer: 
 HCl 30 mM 
II.3.7 Durchflußzytometrische Messungen 
Die Durchflußzytometrie fand bei der Analyse der Funktionalität von pflanzlich exprimiertem 
IL-4 DM Anwendung. Generell erlaubt die Durchflußzytometrie die Echtzeit-Messung von 
Ligand-Rezeptor Interaktionen und den resultierenden physiologischen Reaktionen der einge-
setzten Zellen (Sklar et al., 2002). Die Durchflußzytometrie kann rein analytisch oder zur 
Zellsortierung (FACS: „fluorescence activated cell sorter“) genutzt werden. Im Rahmen der 
Arbeit wurden ausschließlich analytische Untersuchungen durchgeführt. IL-4 DM-haltige 
Proben wurden auf den CD124 positiven humanen Zellinien Ramos und L-540 (II.1.8) 
getestet und die in vitro Bindung mit fluoreszenzmarkierten Antikörpern (II.1.3) nachge-
wiesen. Für jede Analyse wurden etwa 5 x 105 frische Zellen in ein Röhrchen überführt und 
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im Zellwascher (Dade Sercent, Baxter) sedimentiert. Die Zellen wurden in 200 µl Proben-
volumen resuspendiert und bei 4°C für 30-45 min gelagert. Anschließend wurden sie mit dem 
Zellwaschgerät gewaschen (1,8 ml PBS, pH 7,4) und mit 2,5 µg M-α-hIL-4 Antikörper oder 
2,5 µg M-α-CD124 Antikörper in 200 µl FACS-Puffer bei 4°C für 30 min gelagert. Nach 
abermaligem Waschen der Zellen (1,8 ml PBS, pH 7,4) wurden diese mit 1 µg des zweiten 
Nachweisantikörpers GAMPE H+L in 200 µl FACS-Puffer bei 4°C und Dunkelheit für 30 min 
gelagert. Nach zweimaligem Waschen wurden die Zellen schließlich in 500 µl FACS-Puffer 
resuspendiert. Die durchflußzytometrischen Messungen erfolgten mit dem FacsCalibur 
(Becton Dickinson) nach Herstellerangaben und einer Zählrate von 10.000 Zellen pro 
Messung. Sowohl die Datenaufzeichnung als auch deren Auswertung wurden mit der CELL 
Quest Version 3.3 Software (Mac Apple 3.1.3, Becton Dickinson) vorgenommen. Als 
Referenz dienten Zellen, die nicht mit einer IL-4 DM-haltigen Probe, sondern nur mit den 
Detektionsantikörpern inkubiert wurden. 
? FACS-Puffer, pH 7,4: 
 PBS, pH 7,4 1 x 
 RSA 0,2% (w/v) 
 EDTA 2 mM 
II.3.8 Reinigung von IL-4 DM 
Die Strategie zur Reinigung des IL-4 DM Proteins aus Fermentationsüberstand rekombinanter 
E. coli Kulturen wurde vom Kooperationspartner Bayer HealthCare in Form der Europäischen 
Patent Spezifikation EP 0537148 B1 (Internationale Veröffentlichungsnummer: WO 91/ 
18919) bereitgestellt. Zunächst wurde die Übertragbarkeit der darin beschriebenen Reini-
gungsschritte auf die pflanzlichen Expressionssysteme getestet, um daraus ein adaptiertes 
Schema für die IL-4 DM Anreicherung aus Pflanzenzellen zu erstellen. IL-4 DM wurde aus 
Blattmaterial (II.3.1.1), aus Kulturüberstand von BY-2 Suspensionskulturen und aus BY-2 
Zellen (II.3.1.2) mit einem oder beiden der folgenden Reinigungsschritte gereinigt. 
II.3.8.1 Kationenaustauschchromatographie  
Das IL-4 DM Protein hat einen hohen isoelektrischen Punkt, der für das bakterielle Protein 
bei pH 9,6 liegt (Dr. Heiner Apeler, Bayer HealthCare Wuppertal, pers. Mitteilung). Daher 
eignet sich die Kationenaustauschchromatographie als Reinigungsschritt zur Anreicherung 
des Proteins. Nach Testung verschiedener Konditionen zur Reinigung von IL-4 DM (III.7.3) 
wurde die Kationenaustauschchromatographie schließlich als erster Schritt („capture“) für die 
Reinigung von IL-4 DM aus Blattmaterial mit den folgenden Laufbedingungen realisiert: Als 
Chromatographiemedium wurde „SP Sepharose Big Beads Fast Flow“ (Amersham 
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Bioscience) verwendet; die XK 16/20 Chromatographiesäule wurde mit 13 ml Chromatogra-
phiemedium gefüllt und hatte eine Betthöhe von 6,5 cm. Sie war an ein Äkta Purifier 100 
System (Amersham Bioscience) angeschlossen, über dessen Pumpen und Meßzellen die 
Beladung und Elution der Säule gesteuert wurden. Nach der Äquilibierung der Säule mit 
10 Säulenvolumen Laufpuffer wurde diese mit dem geklärten und mit verdünntem Pflanzen-
extrakt (II.3.1.1), der mit 20 mM Na-acetat, pH 5,5 auf eine Leitfähigkeit von 20 mS/cm 
eingestellt worden war, bei einer Flußrate von 10 ml/min beladen. Es folgte ein Waschschritt 
mit etwa 15 Säulenvolumen Laufpuffer, der sich dann die Elution von IL-4 DM anschloß, die 
entweder über einen linearen NaCl Gradienten oder über einen Stufengradienten durch 
direktes Umstellen auf 100% Elutionspuffer realisiert wurde. Die Fraktionierung der 
Elutionen wurde in Abhängigkeit der bei 280 nm gemessenen Adsorptionswerte manuell 
gesteuert. 
? Laufpuffer, pH 5,5: 
 Na-acetat 20 mM 
 NaCl 170 mM 
? Elutionspuffer, pH 5,5: 
 Na-acetat 20 mM 
 NaCl 1 M 
 Alle Puffer wurden mit entionisiertem Reinstwasser angesetzt und sterilfiltriert. 
II.3.8.2 Immobilisierte Metallionenaffinitätschromatographie (IMAC) 
Das Prinzip der Metallionenaffinitätschromatographie basiert auf der Immobilisierung eines 
zweiwertigen Kations, typischerweise Ni2+ oder Cu2+, durch einen kovalent an eine Matrix 
gebundenen Chelatbildner, z.B. NTA (N-nitrilo-tri-essigsäure) oder IDA (Iminodiessigsäure). 
Aufgetragene andere Chelatbildner, wie IL-4 DM, werden durch Komplexierung über die 
immobilisierten Kationen selektiv an das Chromatographiemedium gebunden und können 
entweder durch Verdrängungsreaktionen mittels anderer starker Chelatbildner, wie EDTA 
oder Imidazol, oder durch Störung der komplexbildenden elektrostatischen Wechselwirkun-
gen über Änderung des pH-Wertes und der Ionenstärke wieder eluiert werden. 
Für die Reinigung von IL-4 DM aus pflanzlichen Expressionssystemen wurden Affinitäts-
chromatographieläufe mit an IDA komplexierten Zn2+ Kationen durchgeführt (Zn-IDA Affi-
nitätschromatographie oder Zn-IMAC). Der geklärte Überstand aus Extraktionen des BY-2 
Expressionssystems (II.3.1) wurde auf pH 7,2 und NaCl in einer Endkonzentration von 1 M 
eingestellt und auf eine Chromatographiesäule (BioRad) aufgetragen. Die Säule enthielt mit 
Zn2+-Ionen beladene und mit Waschpuffer 1 äquilibrierte „Chelating Sepharose Fast Flow“ 
(Amersham Bioscience) als Chromatographiemedium und hatte ein Bettvolumen von 1-2 ml. 
Die Probenauftragung wurde nach Möglichkeit über gravimetrischen Fluß praktiziert. Wenn 
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der Fluß jedoch aufgrund kontaminierender Schwebestoffe oder anderer Komponenten 
erheblich herabgesetzt war, wurden die Chromatographiesäulen mit einer Pumpe bei einer 
Pumprate von etwa 2 ml/min beladen. Es folgten zwei Waschschritte mit zehn Säulenvolumen 
Waschpuffer 1 und fünf Säulenvolumen Waschpuffer 2. Der saure pH Wert und die reduzierte 
Ionenstärke des Elutionspuffers führte zur Elution des gebundenen IL-4 DM, wobei die fünf 
Säulenvolumen Elutionspuffer meist in drei Fraktionen gesammelt wurden. 
Die Zn-IMAC wurde darüber hinaus als zweiter Reinigungsschritt zur Anreicherung von 
IL-4 DM aus Tabakblättern durchgeführt. Die allgemeinen Laufbedingungen waren abge-
sehen vom Verzicht auf den zweiten Waschschritt identisch mit den oben beschriebenen. Das 
Probenmaterial wurde unter Verwendung eines Äkta Purifier 100 Systems (Amersham 
Bioscience) mit einer Flußrate von 1,5 ml/min auf eine BioCart5 Säule geladen, die mit 
Zn2+-Inonen beladene und mit Waschpuffer 1 voräquilibrierte „Chelating Sepharose Fast 
Flow“ als Chromatographiemedium enthielt. Die Fraktionierung der Elution wurde manuell 
unter Berücksichtigung der gemessenen Werte bei 280 nm durchgeführt. 
? Waschpuffer 1, pH 7,2: 
 NaH2PO4 20 mM 
 NaCl 1 M 
? Waschpuffer 2, pH 7,2: 
 NaH2PO4 20 mM 
 NaCl 150 mM 
 Glycerin 10% (v/v) 
? Elutionspuffer, pH 5,0: 
 Na-acetat 20 mM 
 NaCl 500 mM 
 Alle Puffer wurden mit entionisiertem Reinstwasser angesetzt und sterilfiltriert. 
II.3.8.3 Konzentrierung von Proteinproben über Nanosep Säulen 
Kleine Probenvolumen (≤ 2 ml) wurden zur Konzentrierung oder Umpufferung auf Nanosep 
Säulen der Firma Pall aufgetragen und nach Herstellerangaben zentrifugiert. Die verwendeten 
Ausschlußgrößen betrugen 30 kDa bzw. 3 kDa, wobei IL-4 DM stets im Retentat verblieb.  
II.3.8.4 Dialyse von Proteinproben 
Alle Dialysen wurden bei 4°C für mindestens 18 h durchgeführt; der Dialysepuffer wurde 
zweimal gewechselt. 
Zur Entfernung des EDTA aus den Überständen der Pelletextraktionen von Fermentations-
ernten (II.3.1.2.2) wurden diese in Spectra/Por Dialyseschläuchen (Spectrum) mit einer 
molekularen Ausschlußgrenze von 6-8 kDa gegen 20 mM Na-acetat pH 4,5 und 0,5 M NaCl 
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dialysiert. Kleinere Probenvolumen (2-7 ml) wurden in Dialysekassetten (Pierce), die eine 
molekulare Ausschlußgrenze von 10 kDa hatten, gegen 20 mM Na-acetat pH 4,5 dialysiert. 
II.3.9 Bestimmung des N- und C-Terminus von IL-4 DM 
Die Bestimmung von N- und C-Terminus des pflanzlich exprimierten IL-4 DM erfolgte durch 
den Kooperationspartner Bayer HealthCare in Wuppertal. 
Als Ausgangsmaterial dienten dialysierte (II.3.8.4) Elutionsfraktionen aus Reinigungen 
über Zn-IMAC (II.3.8.2), die dem Kooperationspartner zur Verfügung gestellt wurden. Dort 
wurden die IL-4 DM Proben zunächst in einer SDS-PAGE gelelektrophoretisch aufgetrennt 
und auf PVDF-Membran transferiert. Anschließend wurden die Proteine mit Coomassie 
R-250 unspezifisch angefärbt, die IL-4 DM Proteinbande aus der Membran ausgeschnitten 
und das Membranstück intensiv mit Reinstwasser gewaschen. Die ersten 15 N-terminalen 
Aminosäuren wurden mit dem Gas-Liquid-Solid-Phase Protein Sequencer ProciseTM der 
Firma Applied Biosystems (Forster City, CA., U.S.A.) über Edman Abbau bestimmt (Edman, 
1950). Diese Methode umfaßt die sequentielle chemische Modifikation der N-terminalen 
Aminosäure, die Abspaltung der NH2-derivatisierten Aminosäure von der Peptidkette und die 
Reverse Phase HPLC Analyse mit UV Detektion bei 270 nm. Die abgespaltene Aminosäure 
kann durch Vergleich des Elutionsprofils mit dem von Standardaminosäuren identifiziert 
werden. Die PTH-derivatisierten Aminosäuren wurden „online“ über eine RP-18-PTH Säule 
(Applied Biosystems) detektiert. Die Datenerhebung und -auswertung wurde unter Ver-
wendung des Sequencer Data System 610A (Applied Biosystems) realisiert. 
Für die Bestimmung des C-Terminus von IL-4 DM wurde auf PVDF Membran 
transferiertes Protein zunächst mit Cyanogenbromid umgesetzt (Gross und Witkop, 1961). 
Bei dieser chemischen Reaktion werden Methionenreste in Homoserinreste umgewandelt und 
die Aminosäurekette C-terminal des Methionins gespalten. Nach Durchführung der Brom-
cyanspaltung wurden die Spaltprodukte mittels Edman Abbau sequenziert. 
II.3.10 Analyse des Glykosylierungsmusters von IL-4 DM 
Die Bestimmung des Glykosylierungsmusters des pflanzlich exprimierten IL-4 DM wurde 
freundlicherweise von Dr. Friedrich Altmann (Institut für Chemie, Universität für Boden-
kultur, Wien) durchgeführt. Dazu wurden 5 µg der gereinigten (II.3.8.2, II.3.8.1) und über 
Nanosep Säulen konzentrierten (II.3.8.3) IL-4 DM Proben in einer SDS-PAGE gelelektro-
phoretisch aufgetrennt (II.3.3.1) und mit Coomassie Brilliant Blue D-250 visualisiert 
(II.3.3.2). Die IL-4 DM Proteinbanden wurden mit einem Skalpell aus dem Gel ausge-
schnitten, in ein 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefäß überführt und verschickt. Zur Bestimmung 
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der Zuckerstrukturen wurden die Proteinproben zunächst wie von Katayama et al. (2001) 
beschrieben tryptisch verdaut. Dann wurden die extrahierten und getrockneten Peptide in 
Wasser/Acetonitril/Trifluoressigsäure (95:5:0,1, v/v/v) aufgenommen. Die massenspektros-
kopische Analyse erfolgte durch „matrix-assisted desorption/ionization time-of-flight mass 
spectrometry“ (MALDI-TOF-MS) mit dem DYNAMO MALDI-TOF (ThermoBio Analysis, 
Santa Fe, NM, USA) nach Kolarich und Altmann (2000). 
II.3.11 Messung der Fluoreszenz von DsRed 
Während der Inkubation transient infiltrierter Tabakblätter (II.2.9.3) wurde die Fluoreszenz 
des Reporterproteins DsRed (II.1.5) mit Hilfe einer LCD Lampe mit Glasfaseroptik (Leica 
KL1500) und aufgesetztem Anregungsfilter zur Grünanregung (BP: 545/30) sowie einer 
Farbfolie (No. 182, light red), die als Sperrfilter für Licht der Wellenlänge über 590 nm 
diente, kontrolliert. Für die quantivative Bestimmung der Fluoreszenz von DsRed wurden 
geklärte Proteinextrakte (II.3.1.1) mit Proteinextraktionspuffer (II.3.1) verdünnt und im 
Lumineszenz-Spektrometer Aminco Bowman Series 2 SLM-Aminco gemessen. Es wurden 
folgende Geräteeinstellungen zur Messung der DsRed Fluoreszenz benutzt: 
 Monochromatoren: 558 nm (Anregung) 
  583 nm (Emission) 
 Bandbreite: 4 nm 
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III   
III.1 
Ergebnisse  
Herstellung von IL-4 DM Konstrukten zur Expression in pflanzlichen Systemen  
Zur angestrebten Produktion von IL-4 DM in pflanzlichen Zellen wurden verschiedene 
Expressionskonstrukte generiert, die den Vergleich der originalen und kodonoptimierten 
IL-4 DM Genversionen in bezug auf die erreichbare Proteinausbeute erlauben sollten. 
Darüber hinaus sollten unter Verwendung von spezifischen Signalsequenzen die Zellkom-
partimente Apoplast, endoplasmatisches Retikulum (ER) und Chloroplast als Zielorte zur 
Akkumulation von IL-4 DM getestet werden. Als alternative Strategie zur Kerntransformation 
sollte die direkte Transformation des Chloroplastengenoms für die Produktion von IL-4 DM 
untersucht werden. 
Die Herstellung und der Aufbau der jeweiligen Pflanzenexpressionskonstrukte wird in den 
folgenden Unterkapiteln beschrieben. Mit Ausnahme des Chloroplastentransformations-
vektors pPAC (III.1.7.2) wurde die Genexpression in allen Konstrukten durch den konsti-
tutiven 35S-Promotor von CaMV (Töpfer et al., 1988) mit duplizierter 35S-Enhancer-Region 
(= 35SS) (Kay et al., 1987; Becker, 1990) reguliert. Zur Erhöhung der Transkriptionseffizienz 
und RNA-Stabilität waren den kodierenden Sequenzen die 5'-untranslatierte Region der 
Chalkonsynthase (CHS) (Reimold et al., 1983) oder des „tobacco etch virus“ (TEV; 
Carrington und Freed, 1990) vorgeschaltet. Als Terminations- und Polyadenylierungssequenz 
war die 3'-untranslatierte Region des CaMV (pA35S) am 3'-Ende angefügt. 
Die Ligationsansätze der Klonierungen wurden stets in den E. coli Stamm DH5α trans-
formiert (II.2.8.2). Die Plasmid-DNA selektionierter Bakterienkolonien wurde nach der 
„boiling-prep“ Methode (II.2.6) isoliert und durch Kontrollrestriktionen mit anschließender 
analytischer Agarosegelelektrophorese analysiert (II.2.3.1, II.2.5.1). Gereinigte Plasmid-DNA 
wurde aus Bakterienklonen mit positiven Restriktionsmustern isoliert (II.2.6) und die korrekte 
Basenabfolge von DNA-Sequenzen, die mittels PCR (II.2.1) amplifiziert worden waren, 
durch Sequenzierung der isolierten Plasmide (II.2.2) bestätigt. 
III.1.1 Herstellung von IL-4 DM Konstrukten zur apoplasmatischen und ER-retardier-
ten Expression 
Die Originalsequenz des humanen IL-4 DM wurde in Pflanzenexpressionsvektoren kloniert, 
um einen Vergleich zu den kodonoptimierten cDNAs (III.1.2) ziehen zu können. Außerdem 
sollten unter Verwendung der original IL-4 DM Genversion die Proteinakkumulation im Apo-
plast und ER in Pflanzenzellen verglichen werden. 
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Das IL-4 DM Konstrukt mit der Bezeichnung orig IL-4 DM apo enthielt eine für Pflanzen 
kodonoptimierte Sequenz des murinen Signalpeptids (LPH*) für die schwere Kette des 
anti-TMV monoklonalen Antikörpers mAk24, das die Sekretion des rekombinanten Proteins 
in den apoplasmatischen Raum von Pflanzenzellen bewirkt (Voss et al., 1995). Die Protein-
sequenz des in pflanzlichen Systemen exprimierten IL-4 DM sollte der des humanen Pendants 
entsprechen, d.h. es sollten nach Möglichkeit keine zusätzlichen Aminosäuren eingeführt 
werden. Aus diesem Grund wurde die LPH* Signalsequenz nicht über Restriktionsschnitt-
stellen, sondern durch direkte Fusion mittels „spliced by overlap extension“ (SOE)-PCR 
(Horton et al., 1989) der original IL-4 DM cDNA vorgeschaltet. Bei dieser mehrere 
PCR-Reaktionen umfassenden PCR-Variante können DNA-Sequenzen unabhängig von ihrer 
Nukleotidsequenz fusioniert werden, indem die verwendeten Primer komplementäre Sequenz-
bereiche in die zu fusionierenden DNA-Fragmente einführen. Werden die generierten 
PCR-Produkte dann zusammen in einem PCR-Ansatz eingesetzt, so hybridisieren diese über 
die neuen komplementären Sequenzbereiche miteinander, und die überlappenden DNA-Frag-
mente werden durch die Taq DNA-Polymerase zum Vollängenprodukt aufgefüllt. Neben den 
komplementären Sequenzbereichen wurden auch die für die Klonierung notwendigen 
Restriktionsschnittstellen über die Oligonukleotide eingeführt.  
Die orig IL-4 DM cDNA wurde in einer PCR-Reaktion (II.2.1) mit den Oligonukleotiden 
orig IL-4 forw und orig IL-4 backw (II.1.4.2) aus dem Plasmid pMD22.6.L (II.1.5) 
amplifiziert. Die LPH* Sequenz wurde in einem separaten PCR-Ansatz mit den Oligo-
nukleotiden pSS-LPH forw und pSS-LPH backw (II.1.4.2) aus dem Plasmid pSSH1-scFv4813-
KDEL (II.1.5) kopiert. Beide PCR-Ansätze wurden in einer präparativen Agarosegelelektro-
phorese gereinigt (II.2.5.2). In einer zweiten PCR-Runde wurden die PCR-Produkte durch 
Hybridisierung komplementärer Sequenzbereiche, die über die 5'-Enden der Primer orig. IL-4 
forw und pSS-LPH backw eingebracht worden waren, zum Fusionsprodukt LPH-orig IL-4 
DM verlängert, das nach Zugabe der äußeren Primer (pSS-LPH forw und orig. IL-4 backw) 
reamplifiziert wurde. Nach Reinigung des finalen PCR-Produktes in einer präparativen 
Agarosegelelektrophorese (II.2.5.2) wurde dieses mit den Restriktionsenzymen BamHI und 
XhoI verdaut (II.2.3.1) und in den Vektoranteil des Pflanzenexpressionsvektor pSPAMks-gfp 
ligiert (II.2.3.4), der mit den gleichen Restriktionsenzymen geschnitten und gereinigt worden 
war. Das generierte Plasmid erhielt die Bezeichnung pSPAMks-orig IL-4 DM apo. Der 
schematische Aufbau der Expressionskassette wird in Abb. 3 dargestellt. 
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orig IL4 DM apo (1450 Bp)
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Abb. 3: Schematische Darstellung der orig IL-4 DM apo Expressionskassette in pSPAMks. 
P35SS: 35S Promotor des CaMV mit duplizierter Enhancer-Region; CHS: 5'-UTR der Chalkonsynthase aus 
Petroselium; LPH*: kodonoptimierte Version des murinen Signalpeptids der schweren Kette des anti-TMV 
mAk24; orig IL-4 DM: original IL-4 DM cDNA; pA35S: 3'-UTR des CaMV. Die hervorgehobenen Restrik-
tionsschnittstellen wurden zur Klonierung des PCR-amplifizierten Gens genutzt. 
Neben der apoplasmatischen Lokalisation sollte auch die Akkumulation von IL-4 DM im ER 
untersucht werden. Das ER wird häufig als Zielkompartiment zur Expression rekombinanter 
Proteine genutzt. Die erfolgreiche Anreicherung ER-retardierter Antikörper wurde bereits für 
diverse pflanzliche Expressionssysteme wie Tabakblätter und -samen, Tabak- und Reis-Sus-
pensionskulturen und auch Reis- und Weizenkörner beschrieben (Fiedler et al., 1997; Torres 
et al., 1999; Conrad und Fiedler, 1998; Fischer et al., 1999c; Stöger et al., 2000). 
Das Konstrukt zur ER-lokalisierten Expression von IL-4 DM wurde generiert, indem 
neben der N-terminalen LPH* Signalsequenz zusätzlich das C-terminal gelegene Sequenz-
motiv SEKDEL (Wandelt et al., 1992) angefügt wurde, welches eine Anreicherung des 
Proteins im ER bewirkt (Mundro und Pelham, 1987). Das SEKDEL-Sequenzmotiv wie auch 
die zur Klonierung benötigte BamHI Restriktionsschnittstelle wurden in einer PCR-Reaktion 
(II.2.1) über nicht-komplementäre Bereiche am 5'-Ende des rückwärtigen Primers 3'-IL-4 
KDEL eingeführt. Als Vorwärtsprimer wurde pSS-LPH forw verwendet. Der Vektor 
pSPAMks-orig IL-4 DM apo (vgl. Abb. 3) diente als Matrize. Das gelelektrophoretisch aufge-
trennte und gereinigte PCR-Produkt wurde mit XhoI und BamHI geschnitten und in den mit 
den gleichen Enzymen verdauten und über präparative Agarosegelelektrophorese gereinigten 
Vektoranteil des Plasmids pSPAMks-gfp ligiert. Die Abb. 4 zeigt den Aufbau der Expres-
sionskassette des Plasmids pSPAMks-orig IL-4 DM ER. 
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orig IL4 DM ER (1471 Bp)
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Abb. 4: Schematische Darstellung der orig IL-4 DM ER Expressionskassette in pSPAMks. 
P35SS: 35S Promotor des CaMV mit duplizierter Enhancer-Region; CHS: 5'-UTR der Chalkonsynthase aus 
Petroselium; LPH*: kodonoptimierte Version des murinen Signalpeptids der schweren Kette des anti-TMV 
mAk24; orig IL-4 DM: original IL-4 DM cDNA; KDEL: (SE)KDEL Signalsequenz zur Retention im ER; 
pA35S: 3'-UTR des CaMV. Die hervorgehobenen Restriktionsschnittstellen wurden zur Klonierung des 
PCR-amplifizierten Gens genutzt. 
III.1.2  Herstellung kodonoptimierter IL-4 DM cDNAs 
Der Kodongebrauch verschiedener Organismengruppen ist nicht willkürlich, vielmehr findet 
man mehr oder weniger ausgeprägte Präferenzen bestimmter Kodons („codon usage“), wobei 
die bevorzugten Kodons in hoch exprimierten Genen besonders häufig auftreten (Ikemura, 
1985; Murray et al., 1989; Campell und Gowri, 1990). Verbesserte Expressionsraten nach 
Modifikation der kodierenden Sequenz schwach exprimierter rekombinanter Proteine in 
Pflanzenzellen wurden bereits von mehreren Autoren beschrieben (Perlak et al., 1991; 
Rouwendal et al., 1997; Kang et al., 2004). Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht 
werden, ob die Expression des humanen IL-4 DM Proteins in pflanzlichen Systemen durch 
Kodonoptimierung nachweislich gesteigert werden kann. Die Modifizierung der IL-4 DM 
cDNA wurde basierend auf den Kodonnutzungen der kleinen Untereinheiten der Ribulo-
se-1,5-bisphosphat-Carboxylase (Rubisco; rbcS) verschiedener Pflanzenspezies vollzogen. 
Das rbcS Protein wird in hohen Mengen von Pflanzen synthetisiert und ist neben dem 
Chlorophyll a/b Bindeprotein eines der am häufigsten vorkommenden Proteine in Blättern 
(Murray et al., 1989). Für die Erstellung der zur Expression in dikotyledonen Pflanzen kodon-
optimierten Genvariante (di IL-4 DM) wurde die Kodonverteilung der rbcS von N. tabacum 
(GenBank: X02353; Mazur und Chui, 1985) und S. tuberosum (GenBank: J03613, Wolter 
et al., 1988) als Grundlage genommen. Die für die Expression in Monokotyledonen kodon-
optimierte IL-4 DM Version (mo IL-4 DM) wurde anhand des rbcS Kodongebrauchs von 
O. sativum (GenBank: L22155, Moon et al., 1991), T. aestivum (GenBank: M37328, Broglie 
et al., 1988) und Z. mays (GenBank: Y00322, Lebrun et al., 1987) abgeleitet. 
Es wurden 73 Nukleotide (19%) für die di IL-4 DM cDNA bzw. 55 Nukleotide (14%) für 
die mo IL-4 DM Variante ausgetauscht. Die originale IL-4 DM cDNA hat mit 72% XXC/G 
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bereits einen hohen – für humane Gene jedoch nicht untypischen – Anteil an C/G in dritter 
Position; ein Charakteristikum, das auch auf die bevorzugten Kodons der pflanzlichen rbcS 
zutrifft. Das Ausmaß der Bevorzugung variiert jedoch erheblich zwischen dikotyledonen 
(58%) und monokotyledonen (90%) Pflanzen (Rouwendale et al., 1997). Dementsprechend 
enthielten die kodonoptimierten cDNA Sequenzen bei der di IL-4 DM Version zu 54% 
XXC/G bzw. bei der mo IL-4 DM Version zu 95% XXC/G. Nach Murray et al. (1989) 
werden in Pflanzen XTA und XCG nur selten genutzt und wurden deshalb aus der IL-4 DM 
DNA-Sequenz komplett eliminiert. Bei der Herleitung der optimierten Basensequenzen wurde 
außerdem darauf geachtet, daß keine palindrome Strukturen, keine potentiellen pflanzlichen 
Polyadenylierungssignalsequenzen (Dean et al., 1986) und keine mRNA destabilisierenden 
ATTTA Sequenzen (Shaw und Kamen, 1986) generiert wurden. A+T bzw. C+G Bereiche von 
mehr als fünf Nukleotiden wurden vermieden. Da die Gefahr bestand, daß die Fehlerquote der 
Taq DNA-Polymerase bei der PCR-Amplifizierung der synthetischen Gene deutlich erhöht 
sein könnte, wurden jeweils zwei Restriktionsschnittstellen in die kodonoptimierten IL-4 DM 
Varianten eingebracht, die einen Austausch von DNA-Fragmenten innerhalb des Gens ermög-
lichten. 
Die beschriebenen Modifikationen hatten Änderungen im G/C-Gehalt der IL-4 DM 
cDNAs zur Folge. Während der G/C-Gehalt der originalen IL-4 DM cDNA bei 52% lag, 
betrug er 47% in der für Dikotyledone kodonoptimierten Genversion bzw. 60% in der für 
Monokotyledone kodonoptimierten Version. Die Sequenzen des originalen IL-4 DM und die 
kodonoptimierten Varianten werden in Abb. 5 vergleichend dargestellt. 
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ATG CAC AAG TGC GAT ATC ACC TTA CAG GAG ATC ATC AAA ACT TTG AAC AGC CTC 
    CAC AAG TGC GAT ATC ACT TTG CAG GAA ATC ATC AAG ACC TTG AAC TCA TTG 
    CAC AAG TGC GAC ATC ACC CTG CAG GAG ATC ATC AAG ACC CTC AAC AGC CTC 
  M   H   K   C   D   I   T   L   Q   E   I   I   K   T   L   N   S   L 
 
 
ACA GAG CAG AAG ACT CTG TGC ACC GAG TTG ACC GTA ACA GAC ATC TTT GCT GCC 
ACC GAG CAA AAG ACT TTG TGC ACC GAG CTC ACT GTT ACC GAC ATC TTC GCT GCC 
ACC GAG CAG AAG ACA CTG TGC ACC GAG CTC ACC GTG ACC GAC ATC TTC GCC GCC 
  T   E   Q   K   T   L   C   T   E   L   T   V   T   D   I   F   A   A 
 
 
TCC AAG AAC ACA ACT GAG AAG GAA ACC TTC TGC AGG GCT GCG ACT GTG CTC CGG 
TCC AAG AAC ACT ACC GAG AAG GAA ACC TTC TGC CGT GCT GCC ACT GTG TTG AGA 
TCC AAG AAC ACC ACC GAG AAG GAG ACC TTC TGC AGG GCT GCC ACC GTG CTC AGG 
  S   K   N   T   T   E   K   E   T   F   C   R   A   A   T   V   L   R 
 
 
CAG TTC TAC AGC CAC CAT GAG AAG GAC ACT CGC TGC CTG GGT GCG ACT GCA CAG 
CAG TTC TAC TCA CAC CAC GAG AAG GAT ACC AGA TGC TTG GGA GCT ACC GCT CAG 
CAG TTC TAC AGC CAC CAC GAG AAG GAC ACC AGG TGC CTG GGC GCC ACC GCC CAG 
  Q   F   Y   S   H   H   E   K   D   T   R   C   L   G   A   T   A   Q 
 
 
CAG TTC CAC AGG CAC AAG CAG CTG ATC CGA TTC CTG AAA CGG CTC GAC AGG AAC 
CAG TTC CAC AGA CAC AAG CAA TTG ATC AGA TTC TTG AAG AGA CTT GAT CGT AAC 
CAG TTC CAC AGG CAC AAG CAA TTG ATC AGG TTC CTG AAG AGG CTC GAC AGG AAC 
  Q   F   H   R   H   K   Q   L   I   R   F   L   K   R   L   D   R   N 
 
 
CTC TGG GGC CTG GCG GGC TTG AAT TCC TGT CCT GTG AAG GAA GCC AAC CAG AGT 
TTG TGG GGA TTG GCA GGC CTT AAT TCA TGC CCT GTT AAG GAA GCC AAC CAA AGC 
CTC TGG GGC CTG GCC GGC CTG AAC TCC TGC CCG GTG AAG GAG GCC AAC CAG AGC 
  L   W   G   L   A   G   L   N   S   C   P   V   K   E   A   N   Q   S 
 
 
ACG TTG GAA AAC TTC TTG GAA AGG CTA AAG ACG ATC ATG GAC GAG AAA GAT TCA 
ACT TTG GAG AAC TTC TTG GAA AGA CTT AAG ACT ATC ATG GAT GAG AAG GAT TCC 
ACC CTC GAG AAC TTC TTG GAG AGG CTC AAG ACC ATC ATG GAC GAG AAG GAC TCC 
  T   L   E   N   F   L   E   R   L   K   T   I   M   D   E   K   D   S 
 
 
AAG TGT TCG AGC TGA TAA 
AAG TGC TCA AGC TAA TGA 
AAG TGC TCC AGC TAA TGA 
  K   C   S   S   -   -  
Abb. 5: DNA-Sequenz der originalen IL-4 DM cDNA und der kodonoptimierten Genvarianten. 
Die originale IL-4 DM cDNA ist in der obersten Reihe dargestellt; die zweite Reihe gibt die di IL-4 DM und die 
dritte Reihe die mo IL-4 DM Variante wieder. In der untersten Reihe ist die Aminosäuresequenz des Proteins 
aufgeführt. Die zur Kodonoptimierung durchgeführten Nucleotidaustausche sind grau unterlegt. 
Die Herstellung der neuen DNA-Sequenzen wurde mittels vollsynthetischer SOE-PCR 
erreicht (Horton et al., 1989). Dabei fungierten die eingesetzten Oligonukleotide (II.1.4.1) 
gleichzeitig als Primer und als Matrize. Für jede kodonoptimierte Genversion wurden 16 
Oligonukleotide, die zwischen 42- und 56-mer lang waren und einen Überlappungsbereich 
von mindestens 18 Bp hatten, nach den oben beschriebenen Kriterien abgeleitet. Für die 
di IL-4 DM Version wurde neben der kodierenden Sequenz zusätzlich eine modifizierte Form 
der Chalkonsynthase 5'-UTR, die Sequenz des Signalpeptid LPH* des mAk24 (Voss et al., 
1995) und die Restriktionsschnittstellen XhoI und BamHI in die synthetische Sequenz 
eingebracht. Durch Weglassen der letzten Base der CHS 5'-UTR ergab sich die nach Joshi 
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et al. (1997) beschriebene Konsensussequenz für die Translationsinitiation in dikotyledonen 
Pflanzen. Die IL-4 DM cDNA wurde direkt an die LPH* Sequenz fusioniert, so daß nach 
korrekter Prozessierung des Signalpeptides die Aminosäuresequenz des maturen IL-4 DM 
vorliegen sollte. Auch bei der mo IL-4 DM Genversion wurde die cDNA direkt an das LPH* 
Signalpeptid fusioniert; darüber hinaus wurden die zur Klonierung notwendigen Restriktions-
schnittstellen EcoRI und HindIII in die synthetische DNA-Sequenz eingeführt. 
Zur Amplifizierung der kodonoptimierten DNA-Sequenzen wurde die Taq DNA-Poly-
merase von Invitrogen verwendet. Dieses Enzym besitzt keine 3'?5' Exonukleaseaktivität 
(Tindall und Kunkel, 1988), so daß mögliche Verkürzungen der Oligonukleotide während der 
PCR-Reaktionen vermieden werden konnten. Da die Taq DNA-Polymerase terminale Trans-
feraseaktivität hat, wurden die abgeleiteten Oligonukleotide so ausgewählt, daß die DNA-Se-
quenz trotz Anheftung zusätzlicher A-Nukleotide an die 3'-Enden der intermediären PCR-Pro-
dukte nicht verändert wurde. In Abb. 6 wird die Strategie der Herstellung der beiden kodon-
optimierten IL-4 DM Genvarianten zusammengefaßt.  
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kodonoptimierte IL-4 DM Sequenz
1
2 4
3 5
6 8
7 9
10 12
11 13
14 16
15
dritte PCR Runde
zweite PCR Runde
erste PCR Runde
Primer
1 - 4
Primer
1 + 8
Primer
5 - 8
Primer
9 - 12
Primer
13 - 16
Primer
9 +16
Primer
1 + 16
Abb. 6: Schema der synthetischen cDNA Herstellung mittels SOE-PCR-Reaktionen. 
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In der ersten PCR-Runde wurden zunächst vier parallele PCR-Ansätze mit den Oligo-
nukleotiden dP1-4, dP5-8, dP9-12 und dP13-16 für di IL-4 DM Version bzw. mP1-4, mP5-8, 
mP9-12 und mP13-16 für mo IL-4 DM Version angesetzt. Das verwendete PCR-Ram-
pen-Programm und die allgemeinen Komponenten der PCR-Mixe sind in II.2.1 aufgeführt. 
Die Konzentration der inneren Primer betrug 0,1 µM und die der äußeren Primer 0,2 µM, da 
letztere für die Amplifikation der fusionierten DNA-Sequenzen essentiell waren. Aliquote der 
PCR-Reaktionen wurden in 1,5% (w/v) TBE-Agarosegelen gelelektrophoretisch getrennt und 
die Bildung der 140-150 Bp langen PCR-Produkte visualisiert. Obwohl die meisten PCR-An-
sätze neben den erwarteten PCR-Produkten auch Beiprodukte von etwa 100 Bp Länge 
enthielten, wurden diese ohne weitere Reinigung als Matrize in die parallelen Reaktions-
ansätze der zweiten PCR-Runde eingesetzt. In dieser PCR-Runde wurden Teile der IL-4 DM 
Gensequenzbereiche aus der ersten PCR-Runde fusioniert (vgl. Abb. 6). Durch Zusatz der 
Primerkombinationen dP1 und dP8 sowie dP9 und dP16 bzw. mP1 und mP8 sowie mP9 und 
mP16 in einer Endkonzentration von 0,2 µM wurde die Amplifikation der fusionierten 
DNA-Fragmente gewährleistet. Die gelelektrophoretische Analyse der PCR-Reaktionen 
belegte die Bildung der hergestellten 290-300 Bp langen DNA-Fragmente, die in der dritten 
PCR-Runde unter Verwendung der äußersten Primer dP1 und dP16 bzw. mP1 und mP16 in 
0,2 µM Endkonzentration zu den finalen Genkonstrukten fusioniert wurden. Die 
PCR-Reaktionen wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und gereinigt (II.2.5.2). Die 
gelelektrophoretische Dokumentation der generierten SOE-PCR-Produkte wird beispielhaft 
anhand der Synthese des di IL-4 DM Konstruktes in Abb. 7 dargestellt. 
2. PCR Runde1. PCR Runde 3. PCR Runde finale cDNA
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Abb. 7: Agarosegelelektrophorese amplifizierter PCR-Produkte der kodonoptimierten di IL-4 DM 
cDNA. 
Jeweils 5 µl der PCR-Reaktionen (II.2.1) wurden in 1,5% (w/v) analytischen Agarosegelelektrophoresen aufge-
trennt (II.2.5.1). 
Spurbelegung: 1: dP1-dP4 PCR-Ansatz; 2: dP5-dP8 PCR-Ansatz; 3: dP9-dP12 PCR-Ansatz; 4: dP13-dP16 
PCR-Ansatz; 5: fusioniertes dP1-dP8 DNA-Fragment; 6: fusioniertes dP9-dP16 DNA-Fragment; 7: PCR-Pro-
dukte der Fusion der dP1-8 und dP9-16 DNA-Fragmente; 8: gereinigtes finales IL-4 DM PCR-Produkt; 
M: 100 Bp DNA ladder (NEB). 
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III.1.3 Klonierung der kodonoptimierten IL-4 DM cDNAs in Pflanzenexpressions-
vektoren 
III.1.3.1 Klonierung in den Pflanzenexpressionsvektor pSPAMks 
Für die Klonierung der in III.1.2 hergestellten PCR-Produkte sollte sichergestellt werden, daß 
nur vollständig restringierte PCR-Fragmente in die anschließenden Ligationen eingesetzt 
werden. Aus diesem Grunde waren die synthetischen IL-4 DM Genvarianten während der 
Amplifikation durch eine entsprechende 5'-Markierung der äußersten Primer (dP1 und dP16 
bzw. mP1 und mP16) biotinyliert und konnten an auf Dynabeads immobilisierten Streptavi-
dingruppen gebunden werden (II.2.4.1). Die gebundenen PCR-Produkte wurden mit XhoI und 
BamHI für di IL-4 DM bzw. mit EcoRI und HindIII für mo IL-4 DM quantitativ restringiert, 
dadurch von den Dynabeads freigesetzt und durch Reinigung des Reaktionsüberstandes mit 
dem „QIAquick PCR Purification Kit“ (II.2.4.2) konzentriert. 
Zur Analyse der Genexpression in N. tabacum wurde das geschnittene di IL-4 DM 
DNA-Fragment (529 Bp) in den Pflanzenexpressionsvektor pSPAMks-gfp kloniert. Das 
Plasmid wurde mit XhoI und BamHI geschnitten, der 7,7 kB große Vektoranteil über präpara-
tive Agarosegelelektrophorese gereinigt und mit dem Insert di IL-4 DM in einer Ligation 
verknüpft. Zur Untersuchung der IL-4 DM Expression in monokotyledonen Pflanzen wurde 
das mo IL-4 DM Konstrukt (470 Bp) über EcoRI und HindIII in den mit den gleichen 
Enzymen geschnittenen und gereinigten Vektor pUbinos (5,2 kB) ligiert. Für jedes Konstrukt 
wurde die Plasmid-DNA von 50 Bakterienkolonien in Kontrollrestriktionen analysiert. Das 
erwartete Restriktionsbandenmuster wurde bei 20% (di IL-4 DM Version) bzw. 50% 
(mo IL-4 DM Version) der untersuchten Bakterienklone vorgefunden. Die Plasmide der 
restlichen Bakterienklone enthielten entweder verkürzte PCR-Produkte oder waren insertlose 
Vektorreligationsprodukte. Von jeweils acht positiven Plasmiden wurde die Basenabfolge der 
PCR-amplifizierten DNA-Sequenzbereiche durch Sequenzierung bestimmt. Die Sequenzen 
aller analysierten Proben enthielten Punktmutationen, die eine veränderte Aminosäuresequenz 
des IL-4 DM zur Folge hatten. Die Herstellung der korrekten cDNAs wurde durch Austausch 
von fehlerhaften DNA-Sequenzbereichen über Restriktionsschnittstellen, die gezielt in die 
kodonoptimierten IL-4 DM Genversionen eingebracht worden waren, ermöglicht. Das 
di IL-4 DM Konstrukt wurde aus DNA-Fragmenten von drei verschiedenen Plasmiden 
zusammengesetzt, die mit SacI/BamHI (8,0 kB Fragment inkulsive Vektoranteil), SacI/MfeI 
(152 Bp Fragment) bzw. MfeI/BamHI (162 Bp Fragment) sequentiell restringiert worden 
waren. Die korrekte mo IL-4 DM Genversion mußte ebenfalls aus drei verschiedenen Plas-
miden zusammengesetzt werden. Hierbei wurde mit den Restriktionsenzymen BamHI/HindIII 
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(5,5 kB inklusive Vektoranteil), MfeI-HindIII (162 Bp Fragment) bzw. MfeI/BamHI (300 Bp 
Fragment) geschnitten. Die Restriktionen wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und die 
gewünschten DNA-Fragmente aus dem Gel isoliert. Anschließend wurden die Fragmente in 
einer Dreierligation zusammengeführt. 
In den Abb. 8 und 9 sind die Expressionskassetten der resultierenden Konstrukte 
pSPAMks-di IL-4 DM apo bzw. pUbinos-mo IL-4 DM apo zur apoplasmatischen Lokali-
sation von IL-4 DM inklusive der verwendeten Restriktionsschnittstellen zur Klonierung und 
zum Austausch der Gensegmente schematisch dargestellt. 
di IL4 DM apo (1451 Bp)
200 400 600 800 1000 1200 1400
AscI
XhoI
EcoRI
PstI SacI MfeI
BamHI
XbaI NotI
P35SS    CHS LPH* di IL-4 DM pA35S
Abb. 8: Schematische Darstellung der di IL-4 DM apo Expressionskassette in pSPAMks. 
P35SS: 35S Promotor des CaMV mit duplizierter Enhancer-Region; CHS: 5'-UTR der Chalkonsynthase aus 
Petroselium; LPH*: kodonoptimierte Version des murinen Signalpeptids der schweren Kette des anti-TMV 
mAk24; di IL-4 DM apo: für Dikotyledone kodonoptimierte IL-4 DM cDNA; pA35S: 3'-UTR des CaMV. Die 
hervorgehobenen Restriktionsschnittstellen dienten zur Klonierung des PCR-amplifizierten IL-4 DM. 
ubi mo IL-4 DM apo (2796 Bp)
500 1000 1500 2000 2500
SphI XhoI
BamHI
EcoRI
MfeI
XhoI
HindIII
XhoI
KpnI
Pubi 5'UTR LPH* mo IL-4 DM pAnosIntron
Abb. 9: Schematische Darstellung der mo IL-4 DM apo Expressionskassette in pUbinos. 
Pubi: Promotor des Ubiquitingens ubi-1 aus Z. mays; 5'-UTR: 5'-untranslatierte Region des ubi-1 Gens aus 
Z. mays; Intron: erstes Intron des ubi-1 Gens aus Z. mays, LPH*: kodonoptimierte Version des murinen 
Signalpeptids der schweren Kette des anti-TMV mAk24; mo IL-4 DM: für Monokotyledone kodonoptimierte 
IL-4 DM cDNA; pAnos: 3'-UTR des Nopalinsynthasegens (nos) aus A. tumefaciens. Die hervorgehobenen 
Restriktionsschnittstellen wurden zur Klonierung des PCR-amplifizierten IL-4 DM genutzt. 
III.1.3.2 Klonierung der IL-4 DM cDNAs in den alternativen Expressionsvektor pTRA 
Der Pflanzenexpressionsvektor pTRA ist ein weiterentwickeltes Derivat des pSPAMks 
Vektors mit modifiziertem Transkriptionsstart. Auf Position +2 wurde ein Nukleotidaustausch 
von C in pSPAMks nach A in pTRA vollzogen. Pih et al. (1995) konnten in vergleichenden 
Untersuchungen verschiedener CaMV 35S Promotorsequenzen zeigen, daß dieser singuläre 
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Nukleotidaustausch die transiente Fremdgenexpression in Tabakprotoplasten um den Faktor 
7 bis 14 erhöhte. Weitere Spezifikationen des pTRA Vektors, der zur transienten und stabilen 
Expressionsanalyse von IL-4 DM in Tabak verwendet wurde, sind in Abschnitt II.1.5 und in 
der Abb. 10 zusammengefaßt. Neben der für die dikotyledone Expression optimierten 
di IL-4 DM Version wurde auch die mo IL-4 DM Version in den pTRA Vektor kloniert. Die 
Klonierung der di IL-4 apo cDNA einschließlich der CHS 5'-UT Region und der LPH* 
Signalsequenz erfolgte über die Restriktionsschnittstellen EcoRI und BamHI, mit denen das 
Gen aus dem Vektor pSPAMks-di IL-4 DM apo isoliert und auch der Zielvektor pTRAkt-gfp 
geschnitten wurde. Nach gelelektrophoretischer Reinigung der Fragmente wurden der pTRAk 
Vektoranteil in einer Ligation mit dem CHS-LPH*-di IL-4 DM apo Insert zum Konstrukt 
pTRAkc-di IL-4 DM apo verknüpft. 
pTRAkc-di IL-4 DM apo
8002 Bp
AscI
EcoRI
PstI
SacI
MfeI
BamHI
XbaI
FseI
PmeI
SphI
PvuII
SAR
P35SS
CHS
LPH*
di IL-4 DM 
pA35S
SAR
RBRK2 ori
bla
ColE1 ori
LB
pAnos
npt II
Pnos
Abb. 10: Plasmidkarte des Pflanzenexpressionsvektors pTRAkc-di IL-4 DM apo. 
RK2 ori: Replikationsursprung des Vektors in A. tumefaciens; bla: β-Lactamase (Ampicillin- bzw. Carbeni-
cillin-Resistenz in E. coli bzw. A. tumefaciens); ColE1 ori: Replikationsursprung des Vektors in E. coli; LB und 
RB: „left border“, „right border“; linke und rechte Bordersequenzen des Nopalin-Ti-Plasmids pTiT37; pAnos: 
Terminations- und Polyadenylierungssignal des Nopalinsynthasegens (nos) aus A. tumefaciens; nptII: 
Neomycin-Phosphotransferase-Gen (Kanamycin-Resistenz in Pflanzen); Pnos: Promotor nos des Gens aus 
A. tumefaciens; SAR: „scaffold attachment region“; P35SS: 35S Promotor des CaMV mit duplizierter Enhancer-
Region; CHS: 5'-UTR der Chalkonsynthase aus Petroselium; LPH*: kodonoptimierte Version des murinen 
Signalpeptids der schweren Kette des anti-TMV mAk24; di IL-4 DM apo: für Dikotyledone kodonoptimierte 
IL-4 DM cDNA; pA35S: 3'-UTR des CaMV. Die hervorgehobenen Restriktionsschnittstellen wurden zur 
Klonierung der di IL-4 DM cDNA genutzt. 
Die synthetische mo IL-4 DM Version war ursprünglich zur Expression in monokotyledonen 
Pflanzen hergestellt und in den Expressionsvektor pUbinos kloniert worden (III.1.3.2). Auf 
die Transformation von Monokoyledonen und die Analyse der IL-4 DM Expression mußte 
jedoch aus Kapazitäts- und Zeitgründen verzichtet werden. Stattdessen sollte die Expression 
der mo IL-4 DM Genversion im dikotlyedonen Tabak untersucht werden. Dabei sollte zum 
einen getestet werden, ob der erhöhte G/C-Gehalt einen Effekt auf die Akkumulation von 
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IL-4 DM Protein hat. Zum anderen konnte das pTRAkt-mo IL-4 DM apo Plasmid zur 
Übertransformation bereits transgener Pflanzenzellen genutzt werden, um die IL-4 DM 
Expression möglicherweise weiter zu steigern. Aufgrund der Übertransformation mit unter-
schiedlichen Genvarianten sollte das Risiko von „homology-dependent gene silencing“ 
(HDGS) minimiert werden. HDGS Effekte werden häufig bei der Expression von Fremd-
genen in pflanzlichen Systemen beobachtet und treten vermehrt auf, wenn identische Trans-
gensequenzen in hoher Kopienzahl vorliegen (Meyer und Saedler, 1996; Vaucheret et al., 1998). 
Zur Herstellung des pTRAkt-mo IL-4 DM apo Vektors wurde das Plasmid pUbinos-mo 
IL-4 DM apo zunächst mit HindIII geschnitten und die 5'-Überhänge durch Inkubation mit 
T4 DNA-Polymerase zu glatten Enden aufgefüllt (II.2.3.3). Anschließend wurde die cDNA 
einschließlich LPH* über Verdau mit NcoI aus dem Vektor ausgeschnitten und in einer präpa-
rativen Agarosegelelektrophorese gereinigt. Der Zielvektor pTRAkt-gfp wurde zunächst mit 
BamHI linearisiert, und die 5'-überhängenden Enden wurden ebenfalls in einer „fill-in“ 
Reaktion aufgefüllt, bevor mit dem zweiten Restriktionsenzym NcoI nachgeschnitten wurde. 
Der Vektoranteil wurde in einer präparativen Agarosegelelektrophorese gereinigt und mit 
dem isolierten Insertfragment in einer Ligation verknüpft. Der Aufbau der mo-IL-4 DM apo 
Expressionskassette in pTRAkt wird in Abb. 11 wiedergegeben. 
mo IL-4 DM apo (1534 Bp)
500 1000 1500
AscI EcoRI NcoI SacI
MfeI
FseI
XhoIXbaI FseI
P35SS TEV LPH mo IL-4 DM  pA35S
Abb. 11: Schematische Darstellung der mo IL-4 DM apo Expressionskassette in pTRAkt. 
P35SS: 35S Promotor des CaMV mit duplizierter Enhancer-Region; TEV: 5'-UTR des „tobacco etch virus“; 
LPH*: kodonoptimierte Version des murinen Signalpeptids der schweren Kette des anti-TMV mAk24; 
mo IL-4 DM apo: für Monokotyledone kodonoptimierte IL-4 DM cDNA; pA35S: 3'-UTR des CaMV. Die 
hervorgehobene Restriktionsschnittstelle wurde zur Klonierung des mo IL-4 DM aus pUbinos genutzt; das 
3'-Ende des Gens wurde über polierte Enden zusammengeführt. 
III.1.4 Herstellung einer kodonoptimierten IL-4 DM cDNA mit humaner Sekretions-
sequenz 
Die genaue Spaltstelle, hinter der ein Signalpeptid vom maturen Protein entfernt wird, wird 
maßgeblich durch die Aminosäuresequenzumgebung der Spaltstelle, also auch durch die 
ersten Aminosäuren des maturen Proteins, bestimmt (von Heijne, 1983 und 1985). Zur Über-
prüfung der wahrscheinlichsten Spaltstelle des LPH* vom IL-4 DM Protein wurde die 
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Aminosäuresequenz mit dem im Internet verfügbaren Prediction Server SignalP analysiert 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP; Nielsen et al., 1997). Die gewünschte Spaltstelle 
wurde demnach mit einem Wert von 0,885 auch als die wahrscheinlichste eingestuft. 
Allerdings gab es Hinweise auf eine zweite mögliche Spaltstelle, die drei Aminosäuren vor 
dem Ende des LPH* Signalpeptids lokalisiert war. Demgegenüber wurde die Wahrschein-
lichkeit der korrekten Abspaltung des Signalpeptids bei Verwendung des nativen IL-4 Sekre-
tionssignals in der Prediction Server SignalP Analyse mit dem wesentlich günstigeren Wert 
von 0,999 beziffert. Aufgrund dieser theoretischen Befunde wurde ein zweites di IL-4 DM 
Expressionskonstrukt mit dem nativen IL-4 Signalpeptid hergestellt. Darüber hinaus sollte 
getestet werden, ob Unterschiede in der Sekretionseffizienz des IL-4 DM Proteins bei 
Verwendung der verschiedenen Sekretionssignale beobachtet werden können. 
Die Sequenz des humanen IL-4 Signalpeptids (GenBank: NM 000589) wurde wie in III.1.2 
beschrieben für die Expression in Dikotyledonen kodonoptimiert und durch PCR an die 
5'-UTR CHS fusioniert. Der entsprechende DNA-Sequenzbereich, bestehend aus CHS und 
der nativen IL-4 Signalsequenz, wurde durch vier teilweise überlappende Oligonukleotide von 
34- bis 60-mer Länge abgedeckt (CHS, 5'-SPIL, SPIL-Pflaster und 3'-SPIL; vgl. II.1.4.2). 
Abb. 12 verdeutlicht die Strategie bei der Herstellung des nativen humanen IL-4 Signalpeptides. 
CHS
3‘-SPIL
5‘-SPIL
SPIL-Pflaster
Abb. 12: Anordnung der Oligonukleotide zur Synthese des nativen IL-4 Sekretionssignals SPIL. 
Schematische Darstellung der Anordnung der Oligonukleotide zur Synthese des kodonoptimierten nativen 
humanen IL-4 Sekretionssignals SPIL in Fusion mit der CHS 5'-UTR (147 Bp). 
Wie bei der Herstellung der synthetischen IL-4 DM Genvarianten (III.1.2) waren die einge-
setzten Oligonukleotide gleichzeitig Matrize und Primer; sie wurden in einer Standard-
PCR-Reaktion (II.2.1) fusioniert und amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde gereinigt (II.2.4.2) 
und zur Klonierung in den Expressionsvektor pTRAkc-di IL-4 DM mit EcoRI und EcoRV 
geschnitten. Da eine EcoRV Restriktionsschnittstelle nicht nur in der di IL-4 DM cDNA, 
sondern zusätzlich zweimal im Vektorrückgrat von pTRAkc vorhanden ist (vgl. Abb. 10), 
wurde die Entfernung der LPH*-DNA-Sequenz aus dem pTRAkc-di IL-4 DM Vektor in zwei 
Restriktionsansätze unterteilt. Der Vektor wurde mit EcoRI und BamHI geschnitten, und der 
7,5 kB große Vektoranteil wurde über präparative Agarosegelelektrophorese isoliert. In einem 
parallelen Ansatz wurde der gleiche Vektor mit EcoRV und BamHI geschnitten und das 
382 Bp große di IL-4 DM DNA-Fragment aus dem Verdau gereinigt. Die DNA-Fragmente 
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EcoRI-SPIL-EcoRV, EcoRV-di IL-4 DM-BamHI und BamHI-pTRAkc- EcoRI wurden in 
einer Dreierligation zusammengeführt. Die durch Sequenzierung validierte SPIL-IL-4 DM 
apo Expressionskassette ist schematisch in Abb. 13 wiedergegeben. 
SPIL di IL-4 DM apo (1462 bps)
200 400 600 800 1000 1200 1400
AscI
EcoRV
EcoRI
EcoRV
SacI MfeI
BamHI
XbaI FseI
P35SS CHS SPIL di IL-4 DM pA35S
Abb. 13: Schematische Darstellung der SPIL di IL-4 DM apo Expressionskassette in pTRAkc. 
P35SS: 35S Promotor des CaMV mit duplizierter Enhancer-Region; CHS: 5'-UTR der Chalkonsynthase aus 
Petroselium; SPIL: natives, kodonoptimiertes Signalpeptid des humanen IL-4; di IL-4 DM apo: für Dikotyle-
done kodonoptimierte IL-4 DM cDNA; pA35S: 3'-UTR des CaMV. Die hervorgehobenen Restriktionsschnitt-
stellen wurden zur Klonierung des Konstruktes genutzt. 
III.1.5 Klonierung des di IL-4 DM Konstruktes in pTRA mit alternativem Selektions-
marker 
Eine weitere Strategie zur Steigerung der Expression von heterologen Genen in pflanzlichen 
Expressionssystemen stellt die moderate Erhöhung der Genkopienzahl dar. Diese Möglichkeit 
sollte durch Übertransformation von IL-4 DM exprimierenden BY-2 Zellinien untersucht 
werden (III.2.3). Zur vereinfachten Selektion der übertransformierten Pflanzenzellen wurde 
der Expressionsvektor pTRAhc-di IL-4 DM konstruiert. Im Unterschied zu den anderen 
pTRAk IL-4 DM Vektorderivaten (III.1.3.2, III.1.4), die allesamt das Kanamycin-Resistenz 
verleihende Gen nptII (II.1.5) zur Selektion transformierter Pflanzenzellen enthielten, trug der 
pTRAhc-di IL-4 DM Vektor das aus der pGREEN Vektorserie stammende nptIV Gen 
(Hellens et al., 2000) als Selektionsmarker auf der T-DNA Region. Das nptIV (= hyg) Gen 
verleiht Resistenz gegen das Antibiotikum Hygromycin, so daß die übertransformierten Pflan-
zenzellen aufgrund ihrer doppelten Antibiotika-Resistenz gezielt selektioniert werden können. 
Der Austausch des Kanamycingens gegen das Hygromycingen erfolgte über die Restrik-
tionsschnittstellen SacII und AflIII in der nos-Promotor- und nos-Terminationsregion der 
entsprechenden Expressionskassetten der Vektoren pPAM-pL-Hyg (II.1.5) und pTRAkc-di 
IL-4 DM apo (III.1.3.2). Nach Restriktion der beiden Plasmide mit SacII und AflIII wurde das 
SacII-nptIV-AflIII Fragment sowie der SacII-pTRA di IL-4 DM apo-AflIII Vektoranteil in 
einer präparativen Agarosegelelektrophorese isoliert und in einer Ligation miteinander 
verknüpft. Der Aufbau der T-DNA von pTRAhc-di IL-4 DM apo wird in Abb. 14 schema-
tisch dargestellt. 
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T-DNA hyg di IL-4 DM apo (5477 Bp)
1000 2000 3000 4000 5000
SphI
AflIII SacII AscI
EcoRI
PstI
SacI
MfeI
BamHI
XbaI
FseI PmeI
LB pAnos nptIV Pnos SAR P35SS CHS
LPH*
di IL-4 apo
pA35S SAR RB
Abb. 14: Schematische Darstellung der T-DNA von pTRAhc-di IL-4 DM apo. 
LB und RB: „left border“; „right border“; linke und rechte Bordersequenzen des Nopalin-Ti-Plasmids pTiT37; 
pAnos: Terminations- und Polyadenylierungssignal des Nopalinsynthasegens (nos) aus A. tumefaciens; nptIV: 
Hygromycin-Phosphotransferase-Gen (Hygromycin-Resistenz in Pflanzen); SAR: „scaffold attachment region“; 
P35SS: 35S Promotor des CaMV mit duplizierter Enhancer-Region; CHS: 5'-UTR der Chalkonsynthase aus 
Petroselium; LPH*: kodonoptimierte Version des murinen Signalpeptids der schweren Kette des anti-TMV 
mAk24; di IL-4 DM apo: für Dikotyledone kodonoptimierte IL-4 DM cDNA; pA35S: 3'-UTR des CaMV. Die 
hervorgehobenen Restriktionsschnittstellen wurden zum Austausch des Resistenzgens genutzt. 
III.1.6 Herstellung von IL-4 DM DsRed Tandemkonstrukten 
In Vorversuchen zur transienten Expression von IL-4 DM in Tabakblättern hatte sich gezeigt, 
daß selbst bei identischer Vorgehensweise starke Schwankungen in den Transformations- und 
Expressionsraten auftreten können. Bei der transienten Expression eines Fremdgens in 
Blättern können verschiedene, methodisch schwer zu kontrollierende Faktoren die Akkumu-
lation des rekombinanten Proteins beeinflussen. So kann die Proteinmenge aufgrund unter-
schiedlicher Anzuchtbedingungen der Agrobakterienkulturen, individueller Zustände der 
Tabakblätter, Schwankungen in der Transformationseffizienz und leicht abweichender Inku-
bationsbedingungen der infiltrierten Blätter unter Umständen erheblich variieren. Um den-
noch Bedingungen für einen verläßlicheren Vergleich der verschiedenen IL-4 DM Konstrukte 
(III.6) zu schaffen, sollte die Expression von IL-4 DM durch Koexpression mit einem leicht 
detektierbaren Referenzprotein standardisiert werden. Zu diesem Zweck wurden Pflanzen-
expressionsvektoren hergestellt, die die verschiedenen IL-4 DM Kassetten gekoppelt mit einer 
zweiten Expressionskassette für das rot fluoreszierende Reporterprotein DsRed (Matz et al., 
1999) auf einer T-DNA enthielten. DsRed wurde durch Verwendung des Chloroplastentran-
sitpeptides GBSS („granule bound starch synthase“) aus H. vulgare posttranslational in die 
Chloroplasten transportiert und konnte in diesen akkumulieren. 
Die DsRed Expressionskassette wurde inklusive 35SS Promotor und der am 5'-Ende 
gelegenen SAR aus dem Pflanzenexpressionsvektor pTRAk-TP-DsRed in die jeweiligen 
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pSPAMks-/pTRA-IL-4 DM Expressionsvektoren mit den unterschiedlichen IL-4 DM 
Versionen kloniert. Dazu wurde das pTRAk-TP-DsRed Plasmid mit AscI und PmeI geschnit-
ten, die Enden in einer „fill-in“ Reaktion aufgefüllt und die 3,0 kB große DsRed Expressions-
kassette über präparative Agarosegelelektrophorese isoliert. Die pSPAMks-/pTRA-IL-4 DM 
Expressionsvektoren wurden mit PmeI linearisiert und die Enden dephosphoryliert, an-
schließend wurde die DsRed Expressionskassette in die präparierten Vektoren kloniert. Die 
korrekte Orietierung der Expressionskassette wurde durch entsprechende Kontrollrestrik-
tionen bestätigt. In Abb. 15 wird der Aufbau aller sechs IL-4 DM-DsRed Tandemkonstrukte, 
die die Bezeichnungen pSPAMks-orig IL-4 DM apo-TP-DsRed, pSPAMks-orig IL-4 DM 
ER-TP-DsRed, pSPAMks-di IL-4 DM apo-TP-DsRed, pTRAkc-di IL-4 DM apo-TP-DsRed, 
pTRAkt-mo IL-4 DM apo-TP-DsRed und pTRAkc-SPIL-di IL-4 DM apo-TP-DsRed 
erthielten, schematisch dargestellt. 
IL-4 DM-DsRed Tandemkonstrukte (ca. 4,5 kB)
1000 2000 3000 4000
AscI EcoRI
BamHI
XbaI
FseI EcoRI
BamHI
XbaI
FseI
P35SS pA35S SAR P35SS TEV TP DsRed pA35S
CHS    SPIL di IL-4 DM
TL    LPH* mo IL-4 DM
CHS    LPH* di IL-4 DM
CHS    LPH* orig IL-4 DM
CHS    LPH*orig IL-4 DM KDEL
CHS    LPH* di IL-4 DM
in pSPAMks
in pTRAk
Abb. 15: Schematische Darstellung der IL-4DM-DsRed Tandemkonstrukte in pSPAMk bzw. pTRAk. 
35SS: 35S Promotor des CaMV mit duplizierter Enhancer-Region; CHS: 5'-UTR der Chalkonsynthase aus 
Petroselium; TEV: 5'-UTR des „tobacco etch virus“; LPH*: kodonoptimierte Version des murinen Signalpeptids 
der schweren Kette des anti-TMV mAk24: SPIL: natives, kodonoptimiertes Signalpeptid des humanen IL-4; 
orig IL-4 DM: original IL-4 DM cDNA; orig IL-4 DM KDEL: original IL-4 DM cDNA mit (SE)KDEL 
Sequenz; di IL-4 DM apo: für Dikotyledone kodonoptimierte IL-4 DM cDNA; mo IL-4 DM: für Monokotyle-
done kodonoptimierte IL-4 DM cDNA; pA35S: 3'-UTR des CaMV. TP: Sequenz des „granule bound starch 
synthase“ (GBSS) Chloroplastentransitpeptids aus H. vulgare; DsRed: cDNA des „red fluorescent protein“ aus 
der Riffkoralle Discosoma sp. 
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III.1.7 Herstellung von IL-4 DM Konstrukten zur plastidären Lokalisation  
In den letzten Jahren wurden zunehmend Plastiden als Zielkompartimente für die Expression 
rekombinanter Proteine verwendet und außerordentlich hohe Expressionsraten beschrieben 
(Staub et al., 2000; De Cosa et al., 2001; Daniell et al., 2001b; Fernandez-San Millan et al., 
2003). Daher sollte neben der apoplasmatischen und der ER-retardierten Lokalisation des 
IL-4 DM Proteins auch die Akkumulation in den Plastiden als drittem Zellkompartiment 
untersucht werden. Es wurden zwei Strategien zur plastidären Lokalisation von IL-4 DM 
getestet. Zum einen sollte das Protein nach Agrobakterien-vermittelter Kerntransformation 
mit Hilfe eines Chloroplastentransitpeptids (cTP-rbcS1) posttranslational in die Plastiden 
geleitet werden. Zum anderen sollte IL-4 DM durch biolistische Transformation des Plastoms 
direkt im Chloroplasten exprimiert werden. 
III.1.7.1 Herstellung des IL-4 DM Konstruktes mit Chloroplastentransitpeptid 
Die Regeneration und Selektion homoplasmischer Pflanzen nach Chloroplastentransformation 
ist ein äußerst zeit- und arbeitsintensiver Prozeß. Daher sollte im Vorfeld untersucht werden, 
ob die Plastiden als Zielkompartiment für die Akkumulation von IL-4 DM prinzipiell geeignet 
sind. Dies sollte in Agrobakterien-vermittelten transienten Infiltrationsstudien nach Kerntrans-
formation von Tabakblättern untersucht werden. Zu diesem Zweck wurde zunächst der 
Pflanzenexpressionsvektor pTRAkc-cTP di IL-4 DM konstruiert, der das Chloroplasten-
transitpeptid der kleinen Untereinheit der Rubisco aus S. tuberosum cTP-rbcS1 zum Transport 
des IL-4 DM Proteins in die Plastiden enthält.  
Die Chloroplastensignalsequenz wurde mittels SOE-PCR wie in III.1.1 beschrieben direkt 
an das 3'-Ende der CHS 5'-UT Region fusioniert. Das Plasmid pRm3 (II.1.5) diente als 
Matrize zur Amplifikation der cTP-rbcS1 DNA-Sequenz, die in einem PCR-Ansatz unter 
Verwendung der Primer chlo-forw und chloro-3' (II.1.4.2) durchgeführt wurde. Gleichzeitig 
wurde eine MluI-Restriktionsschnittstelle am 3'-Ende der cTP-rbcS1 Sequenz eingeführt, die 
für die Klonierung der di IL-4 DM cDNA genutzt werden sollte. In einem parallelen 
PCR-Ansatz wurde die Sequenz der CHS mit den Primern pS5' und chlo-backw (II.1.4.2) aus 
dem Vektor pTRAkc-di IL-4 DM apo (III.1.3.2) amplifiziert. In der zweiten SOE-PCR-Runde 
fusionierten die beiden PCR-Produkte zum 390 Bp Vollängenprodukt, das in der dritten 
SOE-PCR-Runde mit Hilfe der äußeren Primer pS5' und chloro-3' reamplifiziert wurde. Der 
finale PCR-Ansatz wurde in einer präparativen Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und das 
SOE-PCR Fusionsprodukt über präparative Agarosegelelektrophorese gereinigt. Das 
PCR-Produkt wurde mit den Restriktionsenzymen EcoRI und XhoI verdaut, über präparative 
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Agarosegelelektrophorese gereinigt und in den ebenfalls gereinigten, 7,5 kB großen 
Vektorteil des mit EcoRI und XhoI restringierten pTRAkc-dhfr AH (II.1.5) ligiert. Das resul-
tierende Plasmid erhielt die Bezeichung pTRAkc-cTP-rbcS1. 
Zur Klonierung der di IL-4 DM cDNA in den pTRAkc-cTP-rbcS1 Vektor mußte eine 
MluI-Restriktionsschnittstelle in das 5'-Ende des Gens eingeführt werden. Dies erfolgte in 
einer Standard-PCR, bei der das IL-4 DM Gen mit den Primern 5'-mlu-IL4 und pS3' (II.1.4.2) 
aus dem Plasmid pTRAkc-di IL-4 DM (III.1.3.2) amplifiziert wurde. Das 500 Bp große 
PCR-Produkt wurde in einer präparativen Agarosegelelektrophorese gereinigt und an-
schließend mit den Restriktionsenzymen MluI und XbaI geschnitten. Parallel wurde der 
pTRAkc-cTP-rbcS1 Vektor mit den gleichen Enzymen verdaut. Der geschnittene pTRAkc-
cTP-rbcS1 Vektoranteil sowie das restringierte IL-4 DM PCR-Produkt wurden in einer 
präparativen Agarosegelelektrophporese gereinigt und in einer Ligation miteinander ver-
knüpft. Der Aufbau der Expressionskassette des resultierenden Plasmids pTRAkc-cTP di IL-4 
DM ist in Abb. 16 wiedergegeben. 
cTP di IL-4 DM (1569 Bp)
500 1000 1500
AscI EcoRI MluI SacI
BamHI
XbaI FseI
P35SS CHS cTP di IL-4 DM pA35S
MfeI
Abb. 16: Schematische Darstellung der cTP di IL-4 DM apo Expressionskassette in pTRAkc. 
P35SS: 35S Promotor des CaMV mit duplizierter Enhancer-Region; CHS: 5'-UTR der Chalkonsynthase aus 
Petroselium; cTP: Chloroplastentransitpeptid der kleinen Untereinheit der Rubisco aus S. tuberosum; 
di IL-4 DM apo: für Dikotyledone kodonoptimierte IL-4 DM cDNA; pA35S: 3'-UTR des CaMV. Die hervor-
gehobenen Restriktionsschnittstellen wurden zur Klonierung der PCR-amplifizierten di IL-4DM cDNA genutzt. 
III.1.7.2 Herstellung des pPAC-di IL-4 DM Konstruktes zur Plastomtransformation 
Für die direkte Transformation von Plastiden zur Fremdgenexpression müssen spezielle 
Pflanzenexpressionsvektoren verwendet werden, die sich in ihrem Aufbau grundlegend von 
den Konstrukten zur Agrobakterien-vermittelten Kerntransformation unterscheiden. So 
zeichnen sich diese Vektoren durch das Vorhandensein von etwa 1 kB großen homologen 
Sequenzbereichen aus, die für die Integration der Expressionskassetten in das Chloroplasten-
genom notwendig sind. Des weiteren enthalten die Expressionskassetten chloroplastenspezi-
fische Promotoren sowie spezielle regulatorische 5'-UT und 3'-UT Regionen. Im Rahmen 
dieser Arbeit wurde der Chloroplastentransformationsvektor pPAC (II.1.5) verwendet, der 
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von Dr. Thomas Rademacher (Institut für Biologie VII der RWTH Aachen) zur Verfügung 
gestellt wurde. Der Vektor pPAC stellt ein stark modifiziertes Derivat des von Koop et al. 
(1996) beschriebenen Vektors pFaadII dar. Die homologen Sequenzbereiche für die 
Rekombination der Expressionskassette ins Plastomgenom waren im pPAC Vektor beidseitig 
auf eine Größe von ungefähr 950 Bp reduziert worden. Darüber hinaus war eine dicistro-
nische Expressionskassette eingeführt worden, durch die das jeweilige Fremdgen mit dem 
Selektionsmarkergen aadA gekoppelt transkribiert wurde. Schließlich wurde die rbcL 5'-UT 
Region des pFaadII Vektor gegen die psbA 5'-UT Region ausgetauscht, da letztere in 
vergleichenden Expressionsstudien zu signifikant höheren Mengen des Reporterproteins 
führte (Eibl et al., 1999). 
Für die Klonierung von IL-4 DM in den Chloroplastenexpressionsvektor pPAC sollte das 
5'-Ende der IL-4 DM cDNA in einer PCR-Reaktion dahingehend modifiziert werden, daß der 
5'-Bereich „blunt-end“ ligiert werden konnte. Dazu wurde die di IL-4 DM cDNA unter 
Verwendung der Primer IL4-pt forw und pS3' (II.1.4.2) aus dem Plasmid pTRAkc-cTP 
di IL-4 DM (III.1.7.1) in einem Standard-PCR-Ansatz amplifiziert. Das gebildete PCR-Pro-
dukt wurde in einer präparativen Agarosegelelektrophorese isoliert und anschließend mit XbaI 
geschnitten. Der Vektor pPAC-gfp (II.1.5) wurde zunächst mit NcoI linearisiert. Die 5'-Über-
hänge wurden in einer „fill-in“ Reaktion aufgefüllt. Nach Reinigung des Reaktionsansatzes 
wurde das Plasmid mit XbaI nachgeschnitten. Sowohl der 7,5 kB pPAC Vektoranteil als auch 
das restringierte IL-4 DM PCR-Produkt wurden in einer präparativen Agarosegelelektro-
phorese gereinigt und in einer Ligation miteinander verknüpft. Abb. 17 zeigt den Aufbau des 
pPAC-di IL-4 DM Expressionsvektors zur Chloroplastentransformation von N. tabacum Petit 
Havana. 
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di IL-4 DM 
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Abb. 17: Plasmidkarte des Chloroplastentransformationsvektors pPAC-di IL-4 DM. 
bla: β-Lactamase Gen (Ampicillin-Resistenz in E. coli); ColE1 ori: Replikationsursprung des Vektors in E. coli; 
LTR: „Left plastid-targeting region“ (komplementär zur plastidären rpl32 Region in N. tabacum); Prrn: Promo-
tor des plastidären rRNA Operons (PEP Promotor) aus N. tabacum; PclpP-53: Promotor des plastidären clpP 
Gens (NEP Promotor) aus N. tabacum; 5'psbA: modifizierte 5'-UTR einschließlich Ribosomenbindestelle von 
psbA aus N. tabacum; di IL-4 DM apo: für Dikotyledone kodonoptimierte IL-4 DM cDNA; RBS: Ribosomen-
bindestelle (13 Bp komplementär zum 3'-Ende der 16S rRNA von N. tabacum); aadA: Aminoglycosid 
3'-Adenylyltransferase (Spectinomycin- und Streptomycin-Resistenz in N. tabacum); 3'rbcL: 3'-UTR der rbcL 
aus C. reinhardtii; RTR: „right plastid-targeting region“ (komplementär zur plastidären trnL Region in 
N. tabacum). 
III.1.8 Transformation der IL-4 DM Pflanzenexpressionsvektoren in A. tumefaciens 
Mit Ausnahme des Chloroplastentransformationsvektors pPAC-di IL-4 DM sollten alle 
IL-4 DM Expressionskonstrukte durch Agrobakterium-vermittelte Kerntransformation sowohl 
in die Tabakpflanzen als auch in BY-2 Suspensionszellen eingebracht werden. Zu diesem 
Zweck wurden Agrobakterien des Stammes GV3101 (II.1.6) durch Elektroporation mit den 
14 finalen IL-4 DM Pflanzenexpressionsvektoren transformiert (II.2.8.4). Rekombinante 
Bakterienklone, die das transformierte Plasmid trugen, ließen sich mittels Kontroll-PCR 
(II.2.1) unter Verwendung konstrukt- oder insertspezifischer Primer (II.1.4) identifizieren. Für 
jedes Konstrukt wurden standardmäßig fünf individuelle Agrobakterienkolonien analysiert. 
Von den positiven Agrobakterien wurde für jeden Pflanzenexpressionsvektor ein Klon ausge-
wählt und in Stammkultur genommen (II.2.7.2). Die bei -80°C gelagerten Stammkulturen 
dienten als Ausgangsmaterial zur Anzucht der rekombinanten Agrobakterien für die transiente 
oder stabile Transformation von Tabakzellen (III.2.1, III.2.2, III.2.3). In Tabelle 4 werden alle 
hergestellten IL-4 DM Pflanzenexpressionsvektoren, die in Agrobakterien transformiert 
wurden, zusammengefaßt. 
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Tab. 4: IL-4 DM Expressionsvektoren zur Agrobakterien-vermittelten Pflanzentransformation. 
Konstrukt Merkmal Protein- 
lokalisation 
pSPAMks-orig IL-4 DM apo native humane IL-4 DM cDNA sekretorisch 
pSPAMks-orig IL-4 DM ER native humane IL-4 DM cDNA ER-retardiert 
pSPAMks-di IL-4 DM apo für Dikotyledone kodonoptimierte cDNA sekretorisch 
pTRAkc-di IL-4 DM apo für Dikotyledone kodonoptimierte cDNA sekretorisch 
pTRAkt-mo IL-4 DM apo für Monokotyledone kodonoptimierte cDNA sekretorisch 
pTRAkc-SPIL di IL-4 DM 
apo 
natives IL-4 Signalpeptid sekretorisch 
pTRAhc-di IL-4 DM apo alternativer Selektionsmarker Hygromycin sekretorisch 
pTRAkc-cTP-di IL-4 DM Chloroplastentransitpeptid plastidär 
pSPAMks-orig IL-4 DM apo-
TP-DsRed 
IL-4 DM DsRed Tandemkonstrukt sekretorisch 
pSPAMks-orig IL-4 DM ER-
TP-DsRed 
IL-4 DM DsRed Tandemkonstrukt ER-retardiert 
pSPAMks-di IL-4 DM apo-
TP-DsRed 
IL-4 DM DsRed Tandemkonstrukt sekretorisch 
pTRAkc-di IL-4 DM apo- 
TP-DsRed 
IL-4 DM DsRed Tandemkonstrukt sekretorisch 
pTRAkt-mo IL-4 DM apo-
TP-DsRed 
IL-4 DM DsRed Tandemkonstrukt sekretorisch 
pTRAkc-SPIL di IL-4 DM 
apo-TP-DsRed 
IL-4 DM DsRed Tandemkonstrukt sekretorisch 
 
III.2 Sekretorische und ER-retardierte Expression von IL-4 DM 
III.2.1 Vakuuminfiltration von Tabakblättern zum Nachweis der IL-4 DM Protein-
expression 
Im Vorfeld der stabilen Transformation von Pflanzenzellen wurde die Expression von 
IL-4 DM zunächst durch Agrobakterium-vermittelte transiente Transformation von Tabak-
blättern mittels Vakuuminfiltration (Kapila et al., 1996) untersucht. Bei dieser Transfor-
mationsmethode werden rekombinante Agrobakterien durch die Aufhebung eines zuvor kurz-
zeitig angelegten Unterdrucks über die Stomata – oder alternativ über Gewebeverletzungen – 
in den Interzellularraum des Blattmesophylls aufgenommen. Da die Analyse der transient 
transformierten Blätter bereits wenige Tage später erfolgen kann, stellt die Agroinfiltration 
eine zeitsparende Methode zur Überprüfung der Expression rekombinanter Proteine in pflanz-
lichen Zellen dar. Darüber hinaus geben die Analysedaten aus transienten Expressionen Hin-
weise auf die zu erwartenden Expressionsraten in stabil transformierten Tabakpflanzen 
(Fischer et al., 1999d; Vaquero et al., 2002), so daß die Identifizierung des optimalen 
Zellkompartimentes zur Akkumulation von IL-4 DM mit dieser Methode erfolgten konnte. 
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Die genaue Quantifizierung der IL-4 DM Menge im Blattextrakt mittels Oberfächenplas-
monresonanz Messungen (II.3.6) war bei den frühen transienten Expressionsstudien nicht 
möglich, da das Nachweissystem erst zu einem späteren Zeitpunkt etabliert wurde (III.5). 
Stattdessen wurde die IL-4 DM Proteinmenge anhand der Bandenintensitäten im Western-
Blot und des Vergleiches mit dem bakteriell exprimierten IL-4 DM Standard, der von Bayer 
HealthCare zur Verfügung gestellt wurde und in bekannter Konzentration vorlag, abgeschätzt 
(II.3.4.3). 
Die rekombinanten Agrobakterien wurden zur Transformation von Pflanzenzellen wie in 
II.2.9.2 beschrieben kultiviert; dabei sind der saure pH des Kulturmediums und das zugesetzte 
Acetosyringon (Deblaere et al., 1985) kritische Faktoren für die erfolgreiche Induktion der 
zur Pflanzentransformation notwendigen vir-Gene in den Bakterien. Die transiente Trans-
formation der Tabakblätter erfolgte durch die Vakuuminfiltrationsmethode wie in II.2.9.3 
beschrieben. Nach dreitägiger Inkubation der Blätter wurde die Expression von IL-4 DM 
analysiert. Dazu wurden die löslichen Proteine durch Mörsern des Blattmaterials extrahiert 
(II.3.1.1) und auf einem denaturierenden SDS-PAA-Gel aufgetrennt (II.3.3.1). Nach Transfer 
des Probenmaterials auf eine Nitrocellulosemembran (II.3.4.1), wurde das IL-4 DM Protein 
immunologisch mit monoklonalen Maus-anti-hIL-4 Antikörpern und Alkalische Phosphata-
se-markiertem GAMAP H+L Antikörpern detektiert (II.3.4.1). Alle in Tabelle 4 aufgeführten 
IL-4 DM Konstrukte wurden in transienten Infiltrationsstudien auf ihre Funktionalität und 
Expressionsraten hin überprüft. Abb. 18 zeigt eine repräsentative Western-Blot Analyse ver-
schiedener IL-4 DM Konstrukte nach transienter Expression in Tabakblättern. Die 
Western-Blot Analysen aller sekretorischen IL-4 DM Varianten lieferten Ergebnisse, die 
denen in Abb. 18 vergleichbar waren (Daten nicht gezeigt). Die Signalintensitäten des 
apoplasmatisch lokalisierten IL-4 DM Proteins variierten je nach Qualität des infiltrierten 
Blattmaterials teilweise um den Faktor 3. 
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Abb. 18: Western-Blot Analyse der transienten IL-4 DM Expression in Tabakblättern. 
Immunologischer Nachweis der IL-4 DM Akkumulation im Gesamtproteinextrakt infiltrierter Tabakbätter 
(II.2.9.3). 20 µl der Gesamtproteinextrakte (II.3.1.1) wurden in einer 12% SDS-PAGE pherographiert (II.3.3.1) 
und im Western-Blot auf eine Nitrocellulosemembran transferiert (II.3.4). Als Detektionsantikörper wurden 
M-α-hIL-4 und GAMAPH+L verwendet, die Visualisierung der Proteinbanden erfolgte mit NBT/BCIP in einer 
AP-Reaktion (II.3.4.1). 
Spurbelegung: 1 + 2: mit dem Konstrukt pSPAMks-orig IL-4 DM apo infiltrierte Blätter; 3 + 4: mit dem 
Konstrukt pSPAMks-di IL-4 DM apo infiltrierte Blätter; 5 + 6: mit dem Konstrukt pSPAMks-orig IL-4 DM ER 
infiltrierte Blätter; 7: Blatt von N. tabacum cv. Petit Havana SR1 Wildtyp; St: 100 ng Bayer-Standard (bakteriell 
exprimiertes IL-4 DM); M: „Prestained Protein Marker Broad Range“ (PPM; NEB). 
Die Expression von IL-4 DM wurde sowohl für die sekretierte Form der originalen und der 
zur Expression in Dikotyledonen kodonoptimierten Genversion als auch für die ER-retardierte 
Form eindeutig nachgewiesen. Im Proteinextrakt des Wildtyps wurden keine unspezifischen 
Signale beobachtet. 
Das apoplasmatisch lokalisierte IL-4 DM wurde leicht unterhalb der 16,5 kDa Bande des 
Größenmarkers PPM detektiert und lag somit deutlich höher als das bakteriell exprimierte 
IL-4 DM Referenzprotein. Das theoretische Molekulargewicht des maturen nicht-glyko-
sylierten IL-4 DM Proteins beträgt 14,9 kDa und sollte dem Laufverhalten der bakteriellen 
IL-4 DM Probe entsprechen. Da das pflanzlich exprimierte IL-4 DM aufgrund der reduzierten 
Laufgeschwindigkeit im SDS-PAA-Gel offensichtlich ein größeres Molekulargewicht auf-
weist, liegt die Vermutung nahe, daß das Protein in modifizierter Form vorliegt. So ist zum 
einen denkbar, daß das zur Sekretion des Proteins verwendete Signalpeptid LPH* nicht an der 
erwarteten Position sondern innerhalb der Signalsequenz abgespalten wurde. Dies hätte zur 
Folge, daß das IL-4 DM zusätzliche N-terminale Aminosäuren aufweist. Wahrscheinlicher ist, 
daß der Größenunterschied auf der Nutzung der potentiellen N-Glykosylierungsstellen an den 
Positionen N38 und N105 des Proteins beruht. Das Signal der ER-retardierten IL-4 DM 
Version liegt bei etwa 16,8 kDa und damit oberhalb der pflanzlich exprimierten sekretori-
schen Version. Dieser Größenunterschied beruht wahrscheinlich auf den zusätzlichen sechs 
Aminosäuren des ER-Retentionsmotivs (SEKDEL), die eine rechnerische Erhöhung des 
Molekulargewichtes um 0,9 kDa zur Folge haben. Zur Aufklärung der Ursachen für die 
Größenunterschiede zwischen bakteriell und pflanzlich exprimiertem, apoplasmatisch lokali-
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siertem IL-4 DM wurden weitergehende biochemische Charakterisierungen durchgeführt 
(III.9). 
Neben den deutlichen Abweichungen in der Proteingröße wurden für das sekretierte 
IL-4 DM außerdem wiederholt charakteristische Doppelbanden in Western-Blot Analysen 
beobachtet. Diese werden in Abb. 19 vergrößert dargestellt. Das IL-4 DM Protein liegt 
demnach in mindestens zwei nachweisbaren Konfigurationen vor, von denen eine bevorzugt 
aufzutreten scheint (vgl. die stärkere Signalintensität im Western-Blot). Diese Doppelbanden 
konnten für die ER-retardierte IL-4 DM Variante nicht bestätigt werden. Da dessen Akkumu-
lation jedoch deutlich geringer war, ist nicht auszuschließen, daß mögliche Isoformen des 
Proteins unterhalb der immunologischen Nachweisgrenze der Western-Blot Analysen lagen. 
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Abb. 19: Western-Blot-basierter Nachweis von IL-4 DM Doppelbanden in infiltrierten Tabakblättern. 
Immunologischer Nachweis der IL-4 DM Akkumulation im Gesamtproteinextrakt (II.3.1.1) der mit dem 
Konstrukt pSPAMks-di IL-4 DM apo transient infiltrierten Tabakblätter (II.2.9.3). Es wurden unterschiedliche 
Probenvolumina der in Spur 4 von Abb. 18 geladenen Probe in einer 12% SDS-PAGE pherographiert (II.3.3.1) 
und im Western-Blot auf eine Nitrocellulosemembran transferiert (II.3.4). Als Detektionsantikörper wurden 
M-α-hIL-4 und GAMAPH+L verwendet, die Visualisierung der Proteinbanden erfolgte mit NBT/BCIP in einer 
AP-Reaktion (II.3.4.1). 
Spurbelegung: 1: 12 µl Probenvolumen; 2: 6 µl Probenvolumen; 3: 4µl Probenvolumen; 4: 2 µl Probenvolumen; 
5: 1,2 µl Probenvolumen; 6: 0,6 µl Probenvolumen; St: 100 ng Bayer-Standard (bakteriell exprimiertes 
IL-4 DM); M: „Prestained Protein Marker Broad Range“ (PPM; NEB). 
Es ist hervorzuheben, daß die Bandenintensität der sekretorischen IL-4 DM Versionen in allen 
transienten Infiltrationsversuchen stets höher waren als die der ER-retardierten Version. 
Dieses Ergebnis war insofern unerwartet, als bei früheren vergleichenden Expressionsstudien 
rekombinanter Proteine in verschiedenen pflanzlichen Zellkompartimenten die ER-Lokalisa-
tion meist eine deutliche Erhöhung der nachweisbaren Proteinmenge zur Folge hatte (Fiedler 
et al., 1997; Torres et al., 1999; Stoger et al., 2000). Da die sekretierten IL-4 DM Varianten 
die höchsten Proteinmengen lieferten und darüber hinaus aufgrund ihrer Identität zur origina-
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len Aminosäuresequenz die favorisierten Konstrukte dieses Projektes darstellten, wurden 
diese in den Mittelpunkt weiterer Expressionsstudien gestellt. Die IL-4 DM Akkumulations-
mengen in der transienten Expression sekretorischer Konstrukte wurden anhand densito-
metrischer Messung der IL-4 DM Bandenintensitäten im Western-Blot und Vergleich mit der 
Signalstärke des bakteriellen IL-4 DM Standardproteins abgeschätzt. Dabei wurden IL-4 DM 
Proteinmengen zwischen 5 und 15 µg/g FLW („fresh leaf weight“) für das transiente System 
bestimmt. Basierend auf den Ergebnissen der transienten Infiltrationsstudien sollten die sekre-
tierten IL-4 DM Varianten stabil in Tabakpflanzen transformiert werden. 
III.2.2 Herstellung und Analyse stabil transformierter Tabakpflanzen 
Die Expression von IL-4 DM wurde in stabil transformierten Tabakpflanzen untersucht, um 
im Rahmen des Projektes Aussagen über die Nutzung dieses Produktionssystems zur 
Gewinnung größerer Mengen an rekombinantem Protein machen zu können. Für die stabile 
Transformation von N. tabacum cv. Petit Havana SR1 (II.2.9.4) wurden die Pflanzenexpres-
sionskonstrukte pTRAkc-SPIL-di IL-4 DM apo (III.1.4), pTRAkt-mo IL-4 DM apo (III.1.3.2) 
und pTRAhc-di IL-4 DM apo (III.1.5) ausgewählt. Die Konstrukte pTRAk-mo IL-4 DM apo 
und pTRAhc-di IL-4 DM apo wurden aufgrund ihrer unterschiedlichen Antibiotikaresistenz-
gene ausgesucht, da diese bei den beabsichtigten späteren Kreuzungsversuchen die Selektion 
doppelt transgener Transformanten erleichterten. Außerdem wurde das IL-4 DM Konstrukt 
mit der nativen IL-4 Signalsequenz (pTRAkc-SPIL-di IL-4 DM apo) stabil transformiert, da – 
wie bereits in III.1.4 erwähnt – aufgrund des Ergebnisses des SignalP Prediction Servers 
Unklarheit darüber bestand, ob das in allen anderen Konstrukten verwendete LPH* Signal-
peptid an der korrekten Position abgespalten wird.  
Die stabile Transformation von Tabakpflanzen erfolgte durch Kokultivierung von Blatt-
stückchen mit induzierten, rekombinanten Agrobakterien nach der von Horsch et al. (1985) 
beschriebenen „leaf-disc“ Methode (II.2.9.4). Für jedes Konstrukt wurden 90-100 Anti-
biotika-resistente Tabakpflänzchen regeneriert, die zum Zeitpunkt der Testung auf IL-4 DM 
Expression etwa 12-15 cm groß waren und drei entwickelte Laubblätter hatten. Es wurde je 
eine Blattscheibe aus dem obersten und eine aus dem zweiten Laubblatt ausgestanzt und mit 
zwei Volumen Proteinextraktionspuffer aufgeschlossen (II.3.1.1). Da die Analyse der Protein-
akkumulation im Dot-Blot (II.3.5) einen höheren Probendurchsatz erlaubt, wurden die 
löslichen Proteinextrakte zunächst mit dieser effizienten „Screening“-Methode untersucht. 
Anschließend wurde die Integrität des produzierten IL-4 DM Proteins in den hochexpri-
mierenden Linien durch Western-Blot Analysen bestätigt (II.3.4.1). Diese Vorgehensweise 
zur Analyse der IL-4 DM Expression in transgenen Tabakpflanzen konnte durchgeführt 
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werden, da in Vorversuchen mit Proteinextrakten unterschiedlich stark exprimierender Linien 
gezeigt werden konnte, daß die Signale im Dot-Blot zuverlässig die Signalintensitäten der 
IL-4 DM Proteinbanden im Western-Blot wiedergaben (vgl. Abb. 21). Die Bewertung der 
produzierten IL-4 DM Mengen erfolgte wie bei den transienten Expressionsstudien (III.2.1) 
durch den Vergleich der Intensitäten der Proteinbanden mit dem bakteriellen IL-4 DM 
Standardprotein, das in bekannter Konzentration vorlag. 
Die Expression von IL-4 DM in Tabaklinien der T0-Generation konnte für sämtliche Kon-
strukte nachgewiesen werden. Der Anteil der regenerierten Pflanzen, bei denen die Expres-
sion von IL-4 DM auf Proteinebene eindeutig nachgewiesen werden konnte, lag bei 15 bis 
20%. Die getesteten Pflanzen der Western-Blot Analysen in Abb. 20 waren die besten Linien, 
die bei der Analyse der T0-Generationen identifiziert werden konnten. Die Signalstärke der 
detektierten Proteinbanden läßt auf moderate Mengen an IL-4 DM schließen. Die densito-
metrische Abschätzung der Proteinbanden des pflanzlichen IL-4 DM im Vergleich zum 
bakteriellen IL-4 DM Standard ergab rekombinante Proteinmengen, die deutlich unterhalb 
von 5 µg/g FLW lagen. Die Akkumulationsmengen von IL-4 DM in den Linien der T0-Gene-
ration waren somit eindeutig niedriger als die Proteinmengen, die in transienten Expressions-
studien nachgewiesen worden waren (vgl. Abb. 18). Unterschiede in bezug auf die Regene-
rationsfähigkeit der transgenen Tabakpflanzen oder auf die maximale Proteinmenge konnten 
für die verschiedenen getesteten Konstrukte nicht beobachtet werden. 
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Abb. 20: Western-Blot Analyse der IL-4 DM Expression in T0-Generationen transgener Tabakpflanzen. 
Immunologischer Nachweis der IL-4 DM Akkumulation im Gesamtproteinextrakt der T0-Generationen stabil 
transformierter N. tabacum cv. Petit Havana SR1 Pflanzen (II.2.9.4). 20 µl der Gesamtproteinextrakte (II.3.1.1) 
wurden in 15% SDS-PAA Gelelektrophoresen pherographiert (II.3.3.1) und im Western-Blot auf 
Nitrocellulosemembran transferiert (II.3.4). Als Detektionsantikörper wurden R-α-hIL-4 und GARAPH+L 
verwendet, die Visualisierung der Proteinbanden erfolgte mit NBT/BCIP in AP-Reaktionen (II.3.4.1). Die 
Zahlen über den Spuren der Western-Blots entsprechen den Bezeichnungen der jeweiligen T0-Pflanze. M: 
Prestained Protein Marker Broad Range“ (PPM; NEB); St: 100 ng Bayer-Standard (bakteriell exprimiertes 
IL-4 DM). 
Die fünf besten Linien der T0-Generation eines jeden Konstruktes wurden geselbstet und ihre 
Nachkommen weiter analysiert. Zur Bestimmung der Segregationsverhältnisse der T1-Genera-
tionen wurden jeweils 50 Samen auf Selektionsmedium ausgelegt. Nur drei Linien zeigten das 
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erwartete Aufspaltungsverhältnis und waren zu 75% Antibiotika-resistent. Insgesamt variierte 
der Anteil der Antibiotika-resistenten Sprosse stark und lag zwischen 50 und 100%, wobei 
auch die Nachkommen aus einigen T0-Linien mit den höchsten IL-4 DM Expressionsraten 
teilweise nicht segregierten. Die fehlende Aufspaltung dieser Linien deutete darauf hin, daß 
mehrere Kopien der T-DNA auf verschiedenen Genloci ins Pflanzengenom integriert worden 
waren. 
Zum Nachweis der IL-4 DM Proteinexpression in der T1-Generation wurden für jede Linie 
27 Pflanzen angezogen. Diese wurden in Dot-Blot und Western-Blot wie oben beschrieben 
untersucht. In Abb. 21 werden die Ergebnisse der Testungen am Beispiel vier untersuchter 
Linien dargestellt. 
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Abb. 21: Dot-Blot und Western-Blot Analysen der IL-4 DM Expression in T1-Generationen transgener 
Tabakpflanzen. 
Immunologischer Nachweis der IL-4 DM Akkumulation im Gesamtproteinextrakt der T1-Generationen stabil 
transformierter N. tabacum cv. Petit Havana SR1 Pflanzen (II.2.9.4). 20 µl der Gesamtproteinextrakte (II.3.1.1) 
wurden in 15% SDS-PAA Gelelektrophoresen pherographiert (II.3.3.1) und im Western-Blot auf Nitrocellulose-
membran transferiert (II.3.4). Als Detektionsantikörper wurden R-α-hIL-4 und GARAPH+L verwendet, die 
Visualisierung der Proteinbanden erfolgte mit NBT/BCIP in AP-Reaktionen (II.3.4.1). 
Die Proben der getesteten Pflanzen wurden von links nach rechts auf die Nitrocellulosemembran aufgetragen. 
Die mit einem Pfeil markierten Dot-Blotsignale stammen von der T0-Tabakpflanze mo IL-4 DM #66 (siehe auch 
Abb. 20). Die Proben der eingerahmten Dot-Blotsignale wurden anschließend im Western-Blot getestet (rechte 
Seite). Die Zahlen über den Spuren der Western-Blots entsprechen den Bezeichnungen der jeweiligen 
T1-Pflanze. M: „Prestained Protein Marker Broad Range“ (PPM; NEB); St: 100 ng Bayer-Standard (bakteriell 
exprimiertes IL-4 DM). 
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Die Expression von IL-4 DM konnte für alle Konstrukte in den T1-Generationen stabil 
transformierter Tabakpflanzen nachgewiesen werden. Die Verteilung der Proteinakkumu-
lation der 15 untersuchten Linien wird von den in Abb. 21 dargestellten Linien repräsentativ 
wiedergegeben. Der Nachweis der IL-4 DM Expression in den T1-Generationen bestätigte die 
Ergebnisse aus den Segregationsanalysen zur Antibiotika-Resistenz der Pflanzen: Der Anteil 
der IL-4 DM produzierenden T1-Nachkommen lag bei 60-100%, und in die hoch exprimieren-
den Linien mo IL-4 DM apo #37 und SPIL-IL-4 DM apo #18 wurden anscheinend mehrerer 
Genkopien integriert. Die Intensität der IL-4 DM Signale in Dot-Blot und Western-Blot war 
für die Nachkommen der besten Linien aus den T0-Generationen am stärksten. Dabei waren 
die Mengen an akkumuliertem IL-4 DM stabil und meist vergleichbar mit den Mengen der 
entsprechenden Parentallinie. Höhere IL-4 DM Proteinmengen konnten nur in Ausnahme-
fällen beobachtet werden. Für die besten Linien der T1-Generationen wurden durch densito-
metrische Abschätzung der IL-4 DM Proteinbanden in den Western-Blots IL-4 DM Protein-
mengen von maximal 5 µg/g FLW bestimmt. Somit lagen die Mengen an produziertem 
IL-4 DM weiterhin deutlich unter den Werten, die mit dem transienten Expressionssystem 
erreicht werden konnten (III.2.1). Die Akkumulationsmengen von IL-4 DM waren nicht hoch 
genug, um die äußerst zeitaufwendige Herstellung und Analyse weiterer Nachkommen und 
die avisierten Kreuzungsversuche zu rechtfertigen. Die Untersuchung der Produktion von 
IL-4 DM in stabil transformierten Tabakpflanzen wurde nach Sammlung und Archivierung 
der Samen der vier besten Linien der T1-Generationen eingestellt. Aufgrund der Einstellung 
weiterer Expressionsstudien mit transgenen Tabakpflanzen wurde auf eine genotypische 
Charakterisierung der Linien der T1-Generationen zur Bestimmung der Genkopienzahl 
verzichtet, zumal die Ergebnisse für den Verlauf des Projektes nur von untergeordnetem 
Interesse waren. 
III.2.3 Herstellung und Analyse stabil transformierter BY-2 Suspensionszellen 
Neben der Produktion von IL-4 DM in Tabakblättern sollte die Gewinnung des Proteins aus 
pflanzlicher Zellkultur vergleichend untersucht werden. Als Modell wurde die seit langem 
etablierte Suspensionszellinie N. tabacum cv. „Bright Yellow 2“ (BY-2, Kato et al., 1972) 
gewählt, in der bereits einige rekombinante Proteine erfolgreich exprimiert werden konnten 
(Matsumoto et al., 1995; Fischer et al., 1999c). 
Stabile Transformationen wurden mit den IL-4 DM Konstrukten pSPAMks-orig IL-4 DM 
apo (III.1.1), pSPAMks-orig IL-4 DM ER (III.1.1), pSPAMks-di IL-4 DM apo (III.1.3), 
pTRAkc-SPIL di IL-4 DM apo (III.1.4), pTRAkt-mo IL-4 DM apo (III.1.3) und 
pTRAhc-di IL-4 DM apo (III.1.5) durchgeführt, um einerseits die Funktionalität der Kon-
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strukte zu vergleichen und um andererseits Zellinien zu generieren, die zur Übertransforma-
tion mit einem zweiten alternativen IL-4 DM Konstrukt geeignet wären. Die BY-2 Zellen 
wurden durch Kokultivierung mit rekombinanten Agrobakterien nach An (1985) transformiert 
(II.2.9.6). Für jede Transformation wurden zwischen 30 und 70 Antibiotika-resistente Kalli 
selektioniert, vereinzelt und auf Expression von IL-4 DM getestet. Dazu wurden die Pflanzen-
zellen durch Ultraschallbehandlung aufgeschlossen (II.3.1.2.1) und die geklärten Protein-
extrakte in Dot-Blot (II.3.5) und Western-Blot (II.3.4.1) Analysen untersucht. 
Die Expression des ER-retardierten IL-4 DM Konstruktes in den Antibiotika-resistenten 
BY-2 Kalli ließ sich weder im Dot-Blot noch im Western-Blot nachweisen. Bei der Analyse 
rekombinanter BY-2 Kalli wurden zwar positive Dot-Blot Signale für alle apoplasmatisch 
lokalisierten IL-4 DM Konstrukte beobachtet, doch der eindeutige Nachweis der IL-4 DM 
Proteinakkumulation in den Suspensionszellen gestaltete sich schwieriger als bei den 
Dot-Blot Untersuchungen stabil transformierter Tabakpflanzen. Die Gründe hierfür lagen zum 
einen darin, daß die produzierten Proteinmengen meist sehr gering waren und die Signal-
stärken folglich schwach ausfielen. Zum anderen wurde die eindeutige Identifizierung 
IL-4 DM exprimierender BY-2 Kalli aufgrund unspezifischer Signale, die auch bei der 
BY-2 Wildtyp Negativkontrolle auftraten, erschwert. Daher mußten die Proteinextrakte aller 
vermeidlich positiven BY-2 Kalli auch im Western-Blot untersucht werden, um gesicherte 
Aussagen bezüglich der IL-4 DM Akkumulation zu erhalten. Es zeigte sich, daß aufgrund der 
begrenzten Probenmenge, die im Western-Blot aufgetragen werden kann, der IL-4 DM Gehalt 
in den Proteinextrakten der BY-2 Kalli meist zu gering war, um im Western-Blot nachge-
wiesen werden zu können. Oftmals wurden nur äußerst schwache Signale auf der erwarteten 
Höhe des pflanzlich exprimierten IL-4 DM Proteins beobachtet (vgl. Abb. 23, Spur #5). Aus 
den Transformationen mit den Konstrukten pTRAkc-mo IL-4 DM apo und pTRAhc- 
di IL-4 DM apo konnten jedoch IL-4 DM exprimierende Kalli identifiziert werden, die 
eindeutig positive Signale im Western-Blot Nachweis gaben. Etwa 10% der Antibioti-
ka-selektionierten Kalli aus diesen Transformationen gaben spezifische IL-4 DM Signale 
(Daten nicht gezeigt). 
Ausgewählte positive BY-2 Klone wurden in Suspension überführt (II.2.9.7) und nach 
erfolgreicher Etablierung der Suspensionskulturen abermals auf IL-4 DM Expression 
überprüft. Neben den aufgeschlossenen Pflanzenzellen wurde auch das Kulturmedium analy-
siert, da getestet werden sollte, ob IL-4 DM von den Zellen ins Medium sekretiert wurde. Die 
Probennahme aus 100 ml Suspensionskulturen erfolgte drei bis vier Tage nach Subkulti-
vierung („days post inoculation“: dpi). In Abb. 22 sind die Western-Blot Analysen diverser 
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Zellinien dargestellt. IL-4 DM wurde stets sowohl im Proteinextrakt der Suspensionszellen als 
auch im Kulturüberstand detektiert. Obwohl die Signalstärken zwischen den untersuchten 
Zellinien deutlich variierten, war das Verhältnis zwischen intrazelluärem und sekretiertem 
IL-4 DM stets vergleichbar: Bezogen auf die Verteilung von Zellen (Frischgewicht etwa 
50-100 mg/ml) und Medium in der Gesamtkultur lagen etwa 20% des rekombinanten Proteins 
in den Suspensionszellen und 80% im Kulturmedium vor. 
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Abb. 22: Western-Blot Analyse zum Nachweis der IL-4 DM Expression in transgenen BY-2 Suspensions-
kulturen. 
Immunologischer Nachweis der IL-4 DM Akkumulation im Gesamtproteinextrakt des Zellaufschlusses (P) und 
im Kulturüberstand (KÜ) stabil transformierter BY-2 Zellinien (II.2.9.6) in Schüttelkolbenkultur. Jeweils 16 µl 
des Probenmaterials (II.3.1.2.1) wurden in 15% SDS-PAA Gelelektrophoresen pherographiert (II.3.3.1) und im 
Western-Blot auf Nitrocellulosemembran transferiert (II.3.4). Als Detektionsantikörper wurden R-α-hIL-4 und 
GARAPH+L verwendet, die Visualisierung der Proteinbanden erfolgte mit NBT/BCIP in einer AP-Reaktion 
(II.3.4.1). Die Zahlen über den Spuren der Western-Blots entsprechen den Bezeichnungen der jeweiligen BY-2 
Zellinie aus den Transformationen mit pTRAkt mo IL-4 DM apo bzw. mit pTRAhc di IL-4 DM apo. M: 
„Prestained Protein Marker Broad Range“ (PPM; NEB); St: 100 ng Bayer-Standard (bakteriell exprimiertes 
IL-4 DM); BY-2 WT: untransformierte N. tabacum cv. BY-2 Suspensionskultur. 
Im weiteren Verlauf des Projektes sollte untersucht werden, ob sich die IL-4 DM Akkumu-
lation in den Suspensionszellen steigern läßt. So wurden unter anderem die Auswirkungen 
verschiedener Kultivierungsbedingungen, unterschiedlicher Medienzusammensetzungen und 
der Zugabe diverser Additive auf die Bildung und Sekretion von IL-4 DM im Rahmen der 
Diplomarbeit von Kathrin Schmale (2002) untersucht. Eine weitere Möglichkeit zur 
Steigerung der Fremdgenexpression wurde in der Herstellung doppelt transgener Zellinien 
gesehen. Zu diesem Zweck wurden die besten Zellinien der ersten Transformationsrunde – 
dies war die Kanamycin-resistente BY-2 Zellinie #22 (Konstrukt: pTRAkt mo IL-4 DM apo) 
bzw. die Hygromycin-resistente BY-2 Zellinie #6 (pTRAhc di IL-4 DM apo) (vgl. Abb. 22) – 
mit einem IL-4 DM Expressionsvektor übertransformiert, der das jeweils alternative Anti-
biotikaresistenzgen zur Selektion trug. Die Übertransformation erfolgte durch Agrobak-
terium-vermittelten DNA-Transfer, und die resultierenden BY-2 Kalli wurden auf doppelte 
Antibiotika-Resistenz selektioniert. Die Analyse der IL-4 DM Akkumulation erfolgte wie 
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oben beschrieben, wobei für jede Transformation 30 Kalli getestet wurden. Der in Abb. 23 
dargestellten Western-Blot Analyse ist zu entnehmen, daß für beide Transformationsansätze 
neue Zellinien identifiziert wurden, deren Mengen an sekretiertem IL-4 DM im Kultur-
überstand deutlich über den Mengen der jeweiligen Parental-Zellinie lagen. 
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Abb. 23: Western-Blot Analyse der IL-4 DM Expression in (über-)transformierten BY-2 Suspensions-
zellinien. 
Immunologischer Nachweis der IL-4 DM Akkumulation im Kulturüberstand stabil (über-)transformierter BY-2 
Schüttelkolben-Suspensionszellen (II.2.9.6). 16 µl der zentrifugierten Kulturüberstände (II.3.1.2.1) wurden in 
15% SDS-PAA Gelelektrophoresen pherographiert (II.3.3.1) und im Western-Blot auf Nitrocellulosemembran 
transferiert (II.3.4). Als Detektionsantikörper wurden R-α-hIL-4 und GARAPH+L verwendet, die Visualisierung 
der Proteinbanden erfolgte mit NBT/BCIP in einer AP-Reaktion (II.3.4.1). 
Spurbelegung: #5: mit pSPAMks-orig IL-4 DM apo transformierte Zellinie #5; P1: mit pTRAkt-mo IL-4 DM 
apo transformierte Zellinie #22 (erste Parental-Linie für Übertransformation); P2: mit pTRAhc-di IL-4 DM apo 
transformierte Zellinie #6 (zweite Parental-Linie für Übertransformation); P2#51, P2#60, P2#3 bzw. P2#9: 
Zellinie #51, #60, #3 bzw. #9 aus der Übertransformation der Parental-Linie #6 mit pTRAkt-mo IL-4 DM apo; 
P1#18 bzw. P1#21: Zellinie #18 bzw. #21 aus der Übertransformation der Parental-Linie #22 mit 
pTRAhc-di IL-4 DM apo; M: „Prestained Protein Marker Broad Range“ (PPM; NEB); St: 50 ng Bayer-Standard 
(bakteriell exprimiertes IL-4 DM). 
Die durch Übertransformation generierte Zellinie P1#18 ist besonders hervorzuheben, da 
diese Zellinie nicht nur die stärksten Bandenintensitäten für sekretiertes IL-4 DM aufwies, die 
im Rahmen dieser Arbeit für das BY-2 System bestimmt werden konnten, sondern sich auch 
durch die Kontinuität der Fremdgenexpression auszeichnete. Die Expression von IL-4 DM 
konnte über einen Zeitraum von mehr als zwei Jahren verfolgt werden. In diesem Zusammen-
hang sei darauf hingewiesen, daß die IL-4 DM Expression bei einigen anderen BY-2 
Zellinien, z.B. bei der Zellinie #6 oder der übertransformierten Zellinie P2#51, teilweise 
bereits nach wenigen Monaten nicht mehr nachgewiesen werden konnte. Die BY-2 Zellinie 
P1#18 kam als Pflanzenzellinie zur Etablierung verschiedener Fermentationsstrategien 
(Schmale, 2002) und als Produktionslinie zur Reinigung (III.7.6, III.7.7) und biochemischen 
Charakterisierung (III.9) von IL-4 DM zum Einsatz. Basierend auf densitometrischen 
Abschätzungen der IL-4 Proteinbanden der Western-Blot Analysen betrugen die IL-4 DM 
Expressionsmengen in den 100 ml Schüttelkolbenkulturen hoch exprimierender BY-2 Zelli-
nien bei optimalem Erntezeitpunkt (vgl. III.7.4) zwischen 0,2 und 3,5 µg/ml Kulturüberstand. 
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Bei den vielfältigen Western-Blot Analysen von IL-4 DM-haltigen Proben des BY-2 
Expressionssystems wurden teilweise unterschiedliche Bandenmuster des IL-4 DM Proteins 
beobachtet; ein Phänomen, das auch bei der transienten IL-4 DM Expression in Tabakblättern 
auftrat und bereits Erwähnung fand (vgl. Abb. 19). Dies deutete darauf hin, daß IL-4 DM 
auch im Kulturüberstand der Suspensionszellen in unterschiedlichen Formen vorliegen kann. 
Die möglichen Bandenmuster, die in Western-Blot Analysen von IL-4 DM exprimierenden 
BY-2 Kulturen gefunden wurden, sind in Abb. 24 vergrößert dargestellt. 
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Abb. 24: Western-Blot Analyse zum Nachweis unterschiedlicher IL-4 DM Proteinbandenmuster im 
Kulturüberstand von BY-2 Suspensionskulturen. 
Immunologischer Nachweis unterschiedlicher Proteinbandenmuster, die bei der IL-4 DM Akkumulation im 
Kulturüberstand von BY-2 Suspensionskulturen beobachtet wurden. 16 µl der zentrifugierten Kulturüberstände 
(II.3.1.2.1) wurden in 15% SDS-PAA Gelelektrophoresen pherographiert (II.3.3.1) und im Western-Blot auf 
Nitrocellulosemembran transferiert (II.3.4). Als Detektionsantikörper wurden R-α-hIL-4 und GARAPH+L 
verwendet, die Visualisierung der Proteinbanden erfolgte mit NBT/BCIP in einer AP-Reaktion (II.3.4.1). 
Spurbelegung: 1: Schüttelkolbenkultur der Zellinie P1#18 Kultivierung bei 20°C, Ernte nach 8 dpi; 2: Schüttel-
kolbenkultur der Zellinie P1#18 Kultivierung bei 26°C, Ernte nach 4 dpi; 3: Schüttelkolbenkultur der Zellinie 
P1#18 Kultivierung bei 26°C, Ernte nach 5 dpi; M: „Prestained Protein Marker Broad Range“ (PPM; NEB); 
St: 50 ng Bayer-Standard (bakteriell exprimiertes IL-4 DM).  
In Spur 1 erkennt man neben einer dominanten Bande, die leicht unterhalb der 16,5 kDa 
Referenzbande des PPM-Größenmarkers liegt, eine zweite schwache Proteinbande, die auf 
der Höhe des bakteriell exprimierten IL-4 DM Standardproteins bei etwa 15 kDa liegt. 
Möglicherweise handelt es sich bei dieser Proteinbande um eine nicht-glykosylierte Form des 
Proteins oder eventuell um eine IL-4 DM Degradationsbande. Die zusätzliche Proteinbande 
wurde unregelmäßig und meist nur bei hohen IL-4 DM Akkumulationsmengen im Kultur-
überstand beobachtet. In Spur 3 setzt sich das IL-4 DM Signal aus mindestens zwei diskrimi-
nierbaren Proteinbanden zusammen, die in ihrer Größe den entsprechenden Proteinbanden aus 
der transienten IL-4DM Expression in Tabakblättern ähneln (vgl. Abb. 19) und wahrschein-
lich unterschiedlich prozesierte bzw. glykosylierte Formen des Proteins repräsentieren. Die 
einheitliche Proteinbande in Spur 2 schließlich war das am häufigsten auftretende Signal, das 
bei der Expression in BY-2 Zellen beobachtet wurde. Eine Korrelation zwischen den unter-
schiedlichen IL-4 DM Proteinbandenmustern und den Wachstumsbedingungen bzw. Ernte-
zeitpunkten der BY-2 Suspensionskultur konnte nicht festgestellt werden. 
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III.3 Plastidäre Lokalisation und Expression von IL-4 DM in N. tabacum 
Die Produktion heterologer Proteine nach Integration des Fremdgens in das plastidäre Genom 
von Tabakpflanzen stellt aufgrund der erreichbaren Akkumulationsmengen eine reizvolle 
Alternative zur konventionellen kernkodierten Expression dar. So konnten Staub et al. (2000) 
die Menge des in Tabakpflanzen produzierten therapeutischen Proteins Somatotropin nach 
Plastomtransformation um den Faktor 300 im Vergleich zur nukleär kodierten sekretierten 
Expression erhöhen. Auch andere Proteine wie das BT-Protoxin („crystal toxin cry2Aa2“ aus 
Bacillus thuringiensis; De Cosa et al., 2001), CT-B („cholera toxin B subunit“; Daniell et al., 
2001b) oder HSA (Humanes Serum Albumin; Fernandez-San Millan et al., 2003) konnten 
nach Chloroplastentransformation in Mengen von 4% bis zu 40% des gesamtlöslichen 
Proteins in Tabakblättern angereichert werden. Diese extrem hohen Mengen an heterologem 
Protein sind unter anderem darauf zurückzuführen, daß die Expressionskassette nach einer 
Chloroplastentransformation in bis zu 10.000 Kopien pro Pflanzenzelle vorliegen kann. 
Im Rahmen des Projektes sollte IL-4 DM über Partikelbeschuß in die Plastiden von 
N. tabacum Petit Havana transformiert und die Expression des Proteins überprüft werden. Da 
die Funktionalität von IL-4 DM auch in nicht-glykosylierter Form gewährleistet ist, war der 
plastidäre Expressionsansatz zur Produktion des Proteins durchaus geeignet. Obwohl eine 
Reihe von etablierten Protokollen zur plastidären Transformation von Tabak existieren, ist die 
Transformation von Chloroplasten nicht trivial. Besonders die Isolierung homoplasmischer 
Linien – dies sind Linien, in denen die Fremdgenexpressionskassette stabil in allen Chloro-
plastengenomen integriert ist – stellt einen der kritischen und arbeitsintensivsten Schritte der 
plastidären Transformation dar. Aufgrund des erheblich größeren Zeit- und Arbeitsaufwandes 
der Plastomtransformation im Vergleich zur Agrobakterien-vermittelten transienten Kern-
transformation sollte daher zunächst getestet werden, ob sich die Chloroplasten grundsätzlich 
als Zellkompartiment zur Akkumulation von IL-4 DM eignen. Zu diesem Zweck wurde die 
IL-4 DM cDNA im Pflanzenexpressionsvektor pTRAkc-cTP di IL-4 DM an das Chloro-
plastentransitpeptid der kleinen Untereinheit der Rubisco von S. tuberosum fusioniert 
(III.1.7.1). In der anschließenden Agroinfiltration von Tabakblättern wurde das Protein post-
translational in die Plastiden geschleust und seine Akkumulation in Western-Blot Analysen 
getestet. 
III.3.1 Plastidäre Lokalisation von IL-4 DM nach Kerntransformation 
Die Expression des pTRAkc-cTP di IL-4 DM Vektors wurde im analytischen Maßstab durch 
Agrobakterien-vermittelte transiente Transformation von Tabakblättern mittels Vakuum-
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infiltration überprüft (II.2.9.3). Nach einer Inkubationszeit von drei Tagen wurde das Blatt-
material geerntet und in zwei Portionen aufgeteilt. Ein Teil wurde unter Verwendung des 
IL-4 DM Proteinextraktionspuffers (II.3.1.1) und Zusatz von 3% (v/v) DMSO durch Mörsern 
direkt aufgeschlossen. Der andere Teil diente als Ausgangsmaterial zur Anreicherung der 
Chloroplasten mittels Percoll Gradientenzentrifugation (II.3.2). In einem parallelen Ansatz 
wurde die Chloroplastenfraktion aus untransformierten Tabakblättern isoliert, die als Negativ-
kontrolle für den immunologischen Nachweis der Western-Blot Analyse Verwendung fand. 
Die Integrität der präparierten Chloroplasten wurde lichtmikroskopisch überprüft und lag für 
beide Ansätze bei etwa 80%. Um den vollständigen Aufschluß der Organellen zu gewähr-
leisten, wurden die Chloroplasten zunächst einem Einfrier-Auftau-Zyklus und anschließend 
einer Ultraschallbehandlung ausgesetzt.  
Über den Aufschluß des Blattmaterials durch Mörsern in IL-4 DM Proteinextraktions-
puffer (II.3.1.1) konnten nur geringe Mengen des produzierten IL-4 DM freigesetzt werden, 
die im Bereich der Nachweisgrenze der Western-Blot Analyse lagen (Abb. 25, Spur 4). 
Dagegen konnte die transiente Expression von IL-4 DM nach Aufschluß mit dem Chloro-
plastenisolationspuffer sowohl im Gesamtproteinextrakt der Chloroplastenpräparation 
(Spur 5) als auch in der Chloroplastenfraktion (Spur 6), die mittels Percoll Gradienten-
zentrifugation angereichert wurde, bestätigt werden. In beiden Proben wurde ein spezifisches 
Signal auf Höhe des bakteriell exprimierten IL-4 DM Standardproteins detektiert. Das über-
einstimmende Laufverhalten des plastidär lokalisierten IL-4 DM Proteins und des bakteriellen 
Pendants in der SDS-PAGE deutet darauf hin, daß das plastidär lokalisierte Protein korrekt 
prozessiert und unmodifiziert vorliegt. Neben den IL-4 DM charakteristischen Signalen, die 
bei einem Molekulargewicht von etwa 15 kDa lagen, wurden für die Proben der Chloro-
plastenisolierung eine Vielzahl weiterer spezifischer Signale im Western-Blot detektiert. 
Diese zusätzlichen Proteinbanden sind über den Größenbereich um 30 kDa, um 40 bis 60 kDa 
und bis in den höhermolekularen Bereich verteilt. Die Vielzahl an nachgewiesenen Protein-
banden unterschiedlichster Größe deutet auf Aggregationen von IL-4 DM mit sich und mit 
anderen Proteinen hin. Eine vergleichbare Tendenz zur Bildung von Aggregaten konnte 
demgegenüber weder bei der apoplasmatisch lokalisierten noch bei der ER-retardieren 
Expression beobachtet werden. 
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Abb. 25: Western-Blot Analyse zum Nachweis der IL-4 DM Expression in der Chloroplastenfraktion 
infiltrierter Tabakblätter. 
Immunologischer Nachweis der IL-4 DM Akkumulation im Gesamtproteinextrakt (II.3.1.1) und in der isolierten 
Chloroplastenfraktion (II.3.2) infiltrierter Tabakblätter (II.2.9.3). Jeweils 16 µl des Probenmaterials wurden in 
einer 15% SDS-PAA Gelelektrophorese pherographiert (II.3.3.1) und im Western-Blot auf Nitrocellulose-
membran transferiert (II.3.4). Als Detektionsantikörper wurden R-α-hIL-4 und GARAPH+L verwendet, die 
Visualisierung der Proteinbanden erfolgte mit NBT/BCIP in einer AP-Reaktion (II.3.4.1). 
Spurbelegung: 1: Gesamtproteinextrakt aus untransformierten N. tabacum cv. Petit Havana SR1 Blättern; 2: 
Zellaufschluß der Chloroplastenisolierung untransformierter N. tabacum cv. Petit Havana SR1 Blätter; 3: Chlo-
roplastenfraktion aus untransformierten N. tabacum cv. Petit Havana SR1 Blättern; 4: Gesamtproteinextrakt aus 
mit pTRAkc-cTP di IL-4 DM infiltrierten N. tabacum cv. Petit Havana SR1 Blättern; 5: Gesamtproteinextrakt 
der Chloroplastenisolierung von mit pTRAkc-cTP di IL-4 DM infiltrierten N. tabacum cv. Petit Havana SR1 
Blättern; 6: angereicherte Chloroplastenfraktion nach der Percoll Gradientenzentrifugation; M: „Prestained 
Protein Marker Broad Range“ (PPM; NEB); St: 50 ng Bayer-Standard (bakteriell exprimiertes IL-4 DM). 
Trotz der Aggregatformationen lagen anhand densitometrischer Abschätzung der Protein-
banden etwa 20% der gebildeten IL-4 DM Proteinmenge – dies entsprach ungefähr 6 µg/g 
FLW – in monomerer bzw. nicht-aggregierter Form vor, so daß die prinzipielle Eignung einer 
plastidären Lokalisation des Proteins in den transienten Infiltrationsversuchen bestätigt 
werden konnte. 
III.3.2 Plastidäre Expression von IL-4 DM nach Plastomtransformation 
Aufgrund des Nachweises der Akkumulation von IL-4 DM bei plastidärer Lokalisation in 
III.3.1 sollten stabil transformierte Tabakpflanzen hergestellt werden, die die genetische 
Information zur Expression von IL-4 DM direkt in ihren Chloroplastengenomen tragen. Bei 
der Plastomtransformation wird die Plasmid-DNA entweder durch die Behandlung von Proto-
plasten mit Polyethylenglycol (Golds et al., 1993) oder durch Partikelbeschuß von Blatt-
material (Svab et al., 1990) in die Pflanzenzellen transferiert. Die stabile Integration der 
Fremd-DNA vollzieht sich dann über homologe Rekombinationsereignisse zwischen 
definierten intergenen Regionen des Chloroplastengenoms und den homologen Sequenz-
bereichen des Chloroplastentransformationsvektors, die ihrerseits die Kassette zur Fremdgen-
expression flankieren (vgl. Abb. 17). 
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Für die plastidäre Transformation von IL-4 DM in N. tabacum cv. Petit Havana wurde der 
Vektor pPAC-di IL-4 DM hergestellt, dessen Klonierung in Kapitel III.1.7.2 vorgestellt 
wurde. Dieser Vektor enthält eine dicistronische Expressionskassette, bestehend aus der 
IL-4 DM cDNA und dem Spectinomycin-Resistenz verleihenden aadA Gen zur Selektion 
positiver Transformanten (vgl. Abb. 17). Durch Nachschalten des Resistenzgens hinter die 
kodierende Sequenz für IL-4 DM sollte sichergestellt werden, daß die Antibiotika-resistenten 
Blattsprosse die gesamte Expressionskassette – einschließlich der IL-4 DM cDNA – ins 
Chloroplastengenom integriert hatten. Die Transformation des Blattgewebes wurde durch 
Partikelbeschuß realisiert (II.2.9.5). Da die Effizienz der Chloroplastentransformation 
erwartungsgemäß niedrig und die Anzahl der Antibiotika-resistenten Transformanten mit 
etwa einem bis zwei Transformanten pro Beschuß dementsprechend gering ist (Guda et al., 
2000), wurden sechs individuelle Partikelbeschüsse pro Konstrukt durchgeführt, um eine 
ausreichende Anzahl an regenerationsfähigen Sprossen zu gewährleisten. 
Insgesamt konnten 16 Spectinomycin-resistente Tabakpflanzen aus den Partikelbeschüssen 
regeneriert werden. Die Isolierung einer großen Anzahl von Regeneranten ist bei der Plastom-
transformation nicht entscheidend, da die Integration der Expressionskassette gerichtet erfolgt 
und daher keine Positionseffekte beobachtet werden, wie dies bei Kerntransformationen die 
Regel ist. Die Antibiotika-resistenten Pflanzen wurden in einer Kontroll-PCR unter Verwen-
dung der Primer Prrn forw und aad up bw, die in der Promotorregion bzw. im 5'-Bereich des 
nachgeschalteten aadA Gens der dicistronischen Expressionskassette hybridisierten, auf das 
Vorhandensein des IL-4 DM und des aadA Gens untersucht. Das Ergebnis der Analyse wird 
in Abb. 26 dargestellt und zeigt, daß für 11 der 16 Antibiotika-resistenten Transformanten das 
IL-4 DM Gen in Form des PCR-amplifizierten charakteristischen 600 Bp DNA-Fragmentes 
nachgewiesen werden konnte. Die PCR-Ansätze, die mit Pflanzen-DNA durchgeführt 
wurden, wiesen in der Regel ein weiteres DNA-Fragment von etwa 250 Bp Größe auf. Dieses 
zusätzliche PCR-Produkt wurde auch auch bei der PCR-Analyse untransformierter 
N. tabacum cv. Petit Havana Proben regelmäßig beobachtet und stellte somit eine Kontrolle 
für das Gelingen der Kontroll-PCR dar. Da das 250 Bp Referenz DNA-Fragment in den 
PCR-Ansätzen der Spur 10, 13 und 16 nicht nachgewiesen werden konnte, lassen sich diese 
Linien nicht eindeutig als negativ klassifizieren. Für die untersuchten Pflanzen der 
PCR-Ansätze in Spur 4 und 8 läßt sich dagegen mit Sicherheit sagen, daß sie die IL-4 DM 
Expressionskassette nicht tragen. Durch die Wahl der Primer Kontroll-PCRs wurde bei den 
positiven Linien auch indirekt die Anwesenheit des aadA Gens bestätigt. Es ist daher 
wahrscheinlich, daß die Antibiotika-Resistenz der Pflanzen in Spur 4 und 8 nicht auf Inte-
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gration des aadA Resistenzgens, sondern vielmehr auf spontane Resistenzbildung 
zurückzuführen war. Das Auftreten spontaner Resistenzen tritt bei Selektion auf Spectino-
mycin regelmäßig auf (Svab und Maliga, 1993). 
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Abb. 26: Agarosegelelektrophorese der Kontroll-PCRs zum Nachweis der pPAC-di IL-4 DM Expres-
sionskassette in transformierten Tabakpflanzen. 
Jeweils 10 µl der PCR-Reaktionen (II.2.1) wurden in einer 1,2% (w/v) analytischen Agarosegelelektrophorese 
aufgetrennt (II.2.5.1). 
Spurbelegung: 1: untransformierte Wildtyp Tabakpflanze; 2 bis 17: regenerierte Antibiotika-resistente Tabak-
pflanzen nach Partikelbeschuß mit pPAC-di IL-4 DM; 18: pPAC-di IL-4 DM Plasmid-DNA; 19: regenerierte 
Antibiotika-resistene und DsRed-exprimierende Tabakpflanze nach Partikelbeschuß mit pPAC-DsRed; M: 1 kB 
DNA Leiter (Invitrogen). 
Biochemische Untersuchungen zur Akkumulation IL-4 DM im Gesamtproteinextrakt der 
positiven Transformanten wurden zunächst entsprechend der Probenvorbereitung kerntrans-
formierter Tabakpflanzen durchgeführt (II.3.1.1). Eine Expression von IL-4 DM ließ sich 
jedoch weder im Dot-Blot noch im Western-Blot nachweisen. Um die Möglichkeit auszu-
schließen, daß die negativen Ergebnisse auf unzureichende Freisetzung und/oder Solubili-
sierung des IL-4 DM aus den Chloroplasten zurückzuführen waren, wurden alternative 
Extraktionsversuche durchgeführt, in denen ein harnstoffhaltiger Extraktionspuffer (II.3.1) 
verwendet wurde bzw. in denen das mechanisch aufgeschlossene Blattmaterial direkt durch 
Kochen in 5 x SDS-Probenpuffer denaturiert wurde. Selbst unter diesen harschen Protein-
extraktionsbedingungen gelang es nicht, die Expression von IL-4 DM im Dot-Blot oder im 
Western-Blot nachzuweisen. Die prinzipielle Eignung des Vektors pPAC zur Plastomtrans-
formation war in parallelen Ansätzen durch plastidäre Expression der fluoreszierenden 
Proteine GFP und DsRed mikroskopisch nachgewiesen worden (Dr. Thomas Rademacher, 
pers. Mitteilung). Darüber hinaus war die korrekte Basenabfolge der PCR-amplifizierten 
DNA-Fragmente des pPAC-di IL-4 DM Konstruktes durch Sequenzierung bestätigt worden, 
so daß Unzulänglichkeiten im Aufbau des Chloroplastentransformationsvektors als Ursache 
für die nicht nachweisbare Akkumulation von IL-4 DM ausgeschlossen werden konnten. Die 
Möglichkeit, daß die Pflanzen in einem heteroplasmischen Zustand vorlagen und deshalb 
IL-4 DM nicht effizient exprimierten konnten, war wenig wahrscheinlich, da die IL-4 DM 
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Expressionskassette bei den Nachkommen von vier PCR-positiven T0-Linien, die ohne Selek-
tionsdruck direkt in Erde ausgesät worden waren, in allen Fällen mittels Kontroll-PCR 
nachgewiesen werden konnten. Diese Beobachtungen sprechen eher dafür, daß die IL-4 DM 
Expression in den transplastomen Tabakpflanzen zu gering war und unterhalb der Nachweis-
grenze der Western-Blot Analyse lag. Aufgrund des fehlenden Nachweises der IL-4 DM 
Proteinakkumulation in den transplastomen Tabakpflanzen wurde dieser Ansatz zur 
Produktion von IL-4 DM nicht weiter verfolgt.  
III.4 Klonierung und Expression des humanen IL-4 Rezeptors CD124 
Der IL-4 Rezeptor α-Kette (vgl. I.3.2), die alternativ auch als CD124 bezeichnet wird, ist ein 
plasmamembranständiges Protein mit einer Gesamtgröße von 825 Aminosäuren ein-
schließlich der 25 Aminosäuren langen Signalsequenz. Die extrazelluläre Region besteht aus 
den ersten 207 Aminosäuren, ihr schließt sich eine 24 Aminosäuren lange Transmembran-
domäne an, der wiederum der 569 Aminosäuren lange intrazellulär gelegene Bereich des 
Proteins folgt. Im Rahmen des Projektes sollte zunächst getestet werden, ob die lösliche, 
extrazelluläre Domäne der IL-4 Rezeptor α-Kette in Pflanzenzellen produziert werden kann. 
Anschließend sollte untersucht werden, ob bei der Koexpression von IL-4 DM und dem 
Rezeptor Auswirkungen auf die Akkumulation der rekombinanten Proteine beobachtet 
werden können. Die cDNA des extrazellulären Teils der IL-4 Rezeptor α-Kette wurde vom 
Kooperationspartner Bayer HealthCare in Form des Plasmids pIU16.80 zur Verfügung 
gestellt. Die Sequenz des Gens unterscheidet sich von der Genbank-Sequenz des humanen 
IL-4 Rezeptors (AC: X52425) in drei Aminosäuren. Zwei der sechs potentiellen N-Glyko-
sylierungsstellen von CD124 waren durch gerichtete Mutation von Asparagin nach Glutamin 
an den Aminosäurepositionen 28 und 184 gezielt entfernt worden. Außerdem wurde ein 
Aminosäureaustausch von Isoleucin nach Valin in Position 50 bei der Sequenzierung des 
Gens bestätigt. Zur Vereinfachung wird der extrazelluläre Bereich der IL-4 Rezeptor α-Kette 
fortan als IL-4 Rezeptorex, IL-4Rex oder CD124ex bezeichnet. 
III.4.1 Herstellung von CD124ex Expressionskonstrukten 
Für die Expression von CD124ex in Pflanzenzellen wurde ein Konstrukt zur apoplasmatischen 
Lokalisation und ein Konstrukt zur Retention im ER hergestellt. Beiden Konstrukten war ein 
C-terminal gelegenes His6-Motiv gemeinsam, das einerseits zum Nachweis des Proteins im 
Western-Blot und andererseits als Affinitätstag für eine mögliche Reinigung von CD124ex 
dienen sollte. Zur Herstellung der Konstrukte wurde die cDNA des IL-4 Rezeptorsex aus dem 
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Plasmid pIU16.80 (II.1.5) mit Hilfe der Oligonukleotide hIL4R forw und hIL4R backw 
(II.1.4.3) in einer PCR-Reaktion amplifiziert, wobei gleichzeitig die für die Klonierung benö-
tigten Restriktionsschnittstellen PstI und NotI über die Primer in das PCR-Produkt eingeführt 
wurden. 
Die gereinigten PCR-Amplifikate wurden mit PstI und NotI geschnitten und in die mit den 
gleichen Restriktionsenzymen verdauten Vektoren pTRAkc-dhfr AH und pTRAkc-dhfr ERH 
(II.1.5) ligiert. Der Aufbau der neuen Konstrukte, die die Bezeichnung pTRAkc-CD124ex AH 
bzw. pTRAkc-CD124ex ERH erhielten, ist in Abb. 27 schematisch dargestellt. 
CD124ex AH (1714 Bp)
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Abb. 27: Schematische Darstellung der CD124ex Expressionskassetten in pTRAkc und pTRAhc. 
P35SS: 35S Promotor des CaMV mit duplizierter Enhancer-Region; CHS: 5'-UTR der Chalkonsynthase aus 
Petroselium; LPH*: kodonoptimierte Version des murinen Signalpeptids der schweren Kette des anti-TMV 
mAk24; CD124ex: CD124ex cDNA; His6: His6-Motiv; KDEL: (SE)KDEL Signalsequenz zur Retention im ER; 
pA35S: 3'-UTR des CaMV. Die hervorgehobenen Restriktionsschnittstellen wurden zur Klonierung der Kon-
strukte genutzt. 
In einer weiteren Klonierung wurden die beiden IL-4 Rezeptorex Expressionskassetten in den 
pTRA-Vektor mit Hygromycin-Resistenz kloniert. Die CD124ex cDNAs inklusive der 5'-UT 
Region wurden über die Restriktionsschnittstellen EcoRI und XbaI in den Vektoranteil des 
mit den gleichen Enzymen geschnittenen Plasmids pTRAhc-di IL-4 DM apo (III.1.5) kloniert, 
so daß die neuen Vektoren pTRAhc-CD124ex AH und pTRAhc-CD124ex ERH entstanden. 
Diese Expressionsvektoren sollten zur Übertransformation Kanamycin-resistenter IL-4 DM 
exprimierender BY-2 Zellen genutzt werden. Sie wurden durch Elektroporation in Agro-
bakterien transformiert (II.2.8.3). Rekombinante Agrobakterienklone wurden über Kolo-
Ergebnisse  97 
nie-PCR unter Verwendung konstruktspezifischer Primer identifiziert, in Stammkultur 
genommen und zur Transformation von Pflanzenzellen eingesetzt. 
III.4.2 Transiente und stabile Expression von CD124ex in N. tabacum Petit Havana cv. 
SR1 
Die Expression des IL-4 Rezeptorsex wurde zunächst in transienten Expressionsstudien an 
infiltrierten Tabakblättern überprüft, um routinemäßig die Funktionalität der vier hergestellten 
Konstrukte aus III.4.1 zu bestätigen. Darüber hinaus sollte getestet werden, ob das Protein 
überhaupt in nachweisbaren Mengen von den Pflanzenzellen produziert wird, da bekannt war, 
daß CD124ex in mikrobiellen Standardexpressionssystemen – wie E. coli und P. pastoris – 
nicht bzw. nur mit geringen Ausbeuten an funktionalem Protein hergestellt werden konnte, so 
daß die Produktion des Rezeptors in Insektenzellen (Sf-9) in der Regel favorisiert wurde (Dr. 
Heiner Apeler, Bayer HealthCare Wuppertal, pers. Mitteilung). 
Die Durchführung der Agroinfiltration von Tabakblättern im analytischen Maßstab 
erfolgte wie unter II.2.9.3 beschrieben. Nach einer Inkubation von drei Tagen wurden die 
Blätter geerntet und durch Mörsern mit zwei Volumen Proteinextraktionspuffer aufge-
schlossen (II.3.1.1). Die löslichen Proteine wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt und nach 
Transfer auf Nitrocellulosemembran immunologisch detektiert. Der Nachweis des IL-4 
Rezeptors wurde durch Inkubation mit rezeptorspezifischen Antikörpern (M-α-CD124) und 
mit Antikörpern, die gegen das C-terminale His6-Motiv (M-α-penta His) gerichtet waren, 
erreicht. Das Ergebnis der transienten Expressionsversuche mit den Konstrukten 
pTRAkc-CD124ex AH und pTRAkc-CD124ex ERH wird in Abb. 28 dargestellt. 
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Abb. 28: Western-Blot Analyse zum Nachweis der CD124ex Expression in infiltrierten Tabakblättern. 
Immunologischer Nachweis der CD124ex Akkumulation im Gesamtproteinextrakt infiltrierter Tabakblätter 
(II.2.9.3). 16 µl der Gesamtproteinextrakte (II.3.1.1) wurden in einer 12% SDS-PAA Gelelektrophorese phero-
graphiert (II.3.3.1) und im Western-Blot auf Nitrocellulosemembran transferiert (II.3.4). Als Detektionsanti-
körper wurden M-α-CD124 oder M-α-penta His in Kombination mit GAMAPH+L verwendet, die Visualisierung 
der Proteinbanden erfolgte mit NBT/BCIP in einer AP-Reaktion (II.3.4.1). 
Spurbelegung: 1: Blatt von N. tabacum cv. Petit Havana SR1 Wildtyp; 2 + 3: mit pTRAkc-CD124ex AH 
infiltrierte Tabakblätter; 4 + 5: mit pTRAkc-CD124ex ERH infiltrierte Tabakblätter; 6 + 7: mit pTRAkc-
CD124ex AH infiltrierte Tabakblätter; 8 + 9: mit pTRAkc-CD124ex ERH infiltrierte Tabakblätter; M: „Prestained 
Protein Marker Broad Range“ (PPM; NEB). 
Mit beiden Nachweisantikörpern wurden spezifische Signale auf der Höhe von etwa 32 kDa 
nachgewiesen. Basierend auf der Aminosäuresequenz des IL-4 Rezeptorsex sollte das Mole-
kulargewicht des Proteins bei 24,8 kDa für die apoplasmatische Version bzw. bei 25,5 kDa 
für die ER-retardierte Version liegen. Der Rezeptor weist jedoch vier potentielle N-Glyko-
sylierungsstellen auf, die bei Glykosylierung eine Erhöhung des Molekulargewichtes von 
insgesamt etwa 6,4 kDa zur Folge hätten. Dadurch ergäbe sich ein rechnerisches Molekular-
gewicht von 31,2 kDa bzw. von 31,9 kDa. Diese Werte stehen mit den nachgewiesenen 
Signalen im Western-Blot der Abb. 28 im Einklang. Es kann daher angenommen werden 
kann, daß die Glykosylierungsstellen im CD124ex Protein von der pflanzlichen Glykosylie-
rungsmaschinerie erkannt werden. 
Die Proteinextrakte aus der Expression der ER-retardierten Version des IL-4 Rezeptorsex 
wiesen ein zweites charakteristisches Signal auf einer Höhe, die einem Molekulargewicht von 
etwa 62 kDa entspricht, auf (vgl. Abb. 28, Spur 7 und 8). Dieses Signal wurde nur bei 
Verwendung der Nachweisantikörper M-α-penta His detektiert. Demnach scheint der rekom-
binant exprimierte IL-4 Rezeptor teilweise in dimerisierter Form vorzuliegen. Die Bildung 
von IL-4 Rezeptorex Dimeren mit einem Molekulargewicht von etwa 62 kDa war bereits von 
Hoffman et al. (1994) bei der Expression des Proteins in Insektenzellen beschrieben worden. 
Ausgehend von den Signalintensitäten des immunologischen Nachweises mit M-α-penta His 
ist außerdem anzumerken, daß die ER-retardierte Lokalisation anscheinend in höheren Akku-
mulationsmengen des IL-4 Rezeptorsex resultiert als bei apoplasmatischer Lokalisation. 
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Nachdem die transiente Expression des IL-4 Rezeptorsex in Tabakblättern nachgewiesen 
werden konnte, wurden stabile Transformationen von N. tabacum cv. Petit Havana SR1 mit 
den Konstrukten pTRAkc-CD124ex AH und pTRAkc-CD124ex ERH durchgeführt (II.2.9.4). 
Für jede Transformation wurden 50 Kanamycin-resistente Tabakpflanzen regeneriert, die zu-
nächst im Dot-Blot auf die Akkumulation des IL-4 Rezeptorsex analysiert wurden. Etwa 60% 
der Antibiotika-resistenten Pflanzen gaben ein positives Signal im Dot-Blot. Die Pflanzen mit 
den stärksten Signalintensitäten wurden anschließend im Western-Blot getestet. Die stabile 
Expression des IL-4 Rezeptorsex mit apoplasmatischer bzw. mit ER-retardierter Lokalisation 
konnte in der T0-Generation bestätigt werden, wie den Western-Blot Ergebnissen der oberen 
Reihe in Abb. 29 entnommen werden kann. Die CD124ex Proteinmengen in den transgenen 
Pflanzen waren mit denen vergleichbar, die zuvor bei der transienten Expression nachge-
wiesen worden waren. Die Akkumulation des IL-4 Rezeptorsex war für die ER-retardierte 
Form höher als für die sekretorische Variante. Dieses Ergebnis entsprach den Beobachtungen 
der transienten Expressionsstudien. Eine quantifizierende Abschätzung der akkumulierten 
Menge an CD124ex konnte mangels eines geeigneten Referenzproteins nicht erfolgen. 
Die aus Selbstung hervorgegangenen Samen der drei besten Linien eines jeden Konstruk-
tes (d.h. CD124ex AH #9, #20 und #30 sowie CD124ex ERH #3, #22 und #41) wurden gesam-
melt und zur Segregationsanalyse auf Kanamycin-haltigen Platten ausgelegt. Die Linien 
CD124ex AH #20 und CD124ex ERH #3 zeigten mit 75% resistenten Sprossen das klassische 
3:1 Aufspaltungsverhältnis. Die Sprosse der anderen Linien waren zu 95-100% Antibio-
tika-resistent, was auf eine Integration mehrerer Genkopien an verschiedenen Genloci hindeu-
tet. Zum Nachweis der Expression des IL-4 Rezeptorsex wurden jeweils 15 Antibiotika-resis-
tenten Pflanzen der T1-Generationen im Dot-Blot untersucht. Die Signale positiver Pflanzen 
wurden durch anschließende Western-Blot Analysen verifiziert. Die Western-Blots in der 
unteren Reihe von Abb. 29 repräsentieren einige Linien der T1-Generationen, in denen die 
Akkumulation des IL-4 Rezeptorsex nachgewiesen werden konnte. 
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Abb. 29: Western-Blot Analysen zum Nachweis der CD124ex Expression in T0- und T1-Generationen 
transgener Tabakpflanzen. 
Immunologischer Nachweis der CD124ex Akkumulation im Gesamtproteinextrakt der T0- und der T1-Generation 
stabil transformierter N. tabacum cv. Petit Havana SR1 Pflanzen (II.2.9.4). Jeweils 16 µl der Gesamtprotein-
extrakte (II.3.1.1) wurden in einer 12% SDS-PAA Gelelektrophorese pherographiert (II.3.3.1) und im 
Western-Blot auf Nitrocellulosemembran transferiert (II.3.4). Als Detektionsantikörper wurden M-α-CD124 und 
GAMAPH+L verwendet, die Visualisierung der Proteinbanden erfolgte mit NBT/BCIP in einer AP-Reaktion 
(II.3.4.1). 
Die Zahlen über den Spuren der oberen Western-Blots entsprechen der jeweiligen T0-Linien. In den unteren 
Western-Blots sind je zwei der besten Nachkommen der T1-Generation dargestellt. Die apoplasmatische (AH) 
bzw. ER-retardierte (ERH) Lokalisation des CD124ex Proteins ist in der Abbildung vermerkt; M: „Prestained 
Protein Marker Broad Range“ (PPM; NEB). 
Bei der Analyse der T1-Generation wurde die mehrfach beobachtete Tendenz einer höheren 
Akkumulation von CD124ex bei ER-Retardierung abermals bestätigt. Eine deutliche Steige-
rung der absoluten Proteinmenge im Vergleich zur T0-Generation konnte jedoch für keines 
der beiden Zellkompartimente festgestellt werden. In mehreren untersuchten Proben des 
apoplasmatisch lokalisierten IL-4 Rezeptorsex sind charakteristische Doppelbanden auf der 
erwarteten Höhe bei 32,5 kDa sichtbar. Dies deutet darauf hin, daß CD124ex in verschiedenen 
Glykosylierungsformen vorliegt. Ähnliche Bandenmuster wurden bei den Proben des 
ER-retardierten CD124ex nicht gefunden. 
III.4.3 Transiente Koexpression von CD124ex und IL-4 DM in N. tabacum cv. Petit 
Havana SR1 
Die Effekte einer Koexpression von IL-4 DM und dem IL-4 Rezeptorex in stabil transfor-
mierten Tabakpflanzen konnte aus zeitlichen Gründen nicht untersucht werden. Stattdessen 
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wurde die kombinierte Expression beider Proteine transient in agroinfiltrierten Tabakblättern 
analysiert. Für die Transformation des Blattmaterials wurden rekombinante Agrobakterien, 
die die Pflanzenexpressionsvektoren pTRAkc-di IL-4 DM apo, pTRAkc-CD124ex AH bzw. 
pTRAkc-CD124ex ERH trugen, wie in II.2.9.2 beschrieben angezogen und induziert. Die 
Koexpression von IL-4 DM und CD124ex sollte durch gleichzeitige Transformation beider 
Konstrukte in die Pflanzenzellen erreicht werden. Dazu wurden 1:1 Mischungen der verschie-
denen Agrobakterienkulturen hergestellt. Die finale OD600nm der Bakteriensuspensionen 
wurde wie üblich mit Infiltrationsmedium auf einen Wert von 1,0 eingestellt. Neben der Koin-
filtration von IL-4 DM mit dem apoplasmatisch bzw. ER-retardiert lokalisierten CD124ex 
Varianten zur Testung möglicher stabilisierender Effekte bei Komplexformation der Proteine 
wurden zur Kontrolle sowohl IL-4 DM als auch die beiden IL-4 Rezeptorex Versionen separat 
infiltriert. Das transformierte Blattmaterial wurde vier Tage inkubiert und durch Mörsern in 
CD124-Proteinextraktionspuffer aufgeschlossen (II.3.1.1). Aliquote der löslichen Protein-
extrakte wurden sowohl reduziert als auch nicht-reduziert (II.3.3) in den Western-Blot 
Analysen eingesetzt. Durch Inkubation der Western-Blots mit Nachweisantikörpern gegen 
IL-4 DM bzw. gegen CD124 (II.1.3) wurden die rekombinanten Proteine und mögliche 
Komplexe detektiert. Die Ergebnisse der Untersuchungen zur transienten Koexpression von 
IL-4 DM und dem IL-4 Rezeptorex sind in Abb. 30 zusammengefaßt. 
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Abb. 30: Western-Blot Analyse der Koexpression von IL-4 DM und CD124ex in infiltrierten Tabak-
blättern. 
Immunologische Nachweise der Akkumulation von IL-4 DM und CD124ex im Gesamtproteinextrakt infiltrierter 
Tabakblätter (II.2.9.3). 16 µl der Gesamtproteinextrakte (II.3.1.1) wurden in 12% SDS-PAA Gelelektrophoresen 
pherographiert (II.3.3.1) und im Western-Blot auf Nitrocellulosemembran transferiert (II.3.4). Die verwendeten 
primären Nachweisantikörper sind in der Abbildung vermerkt; als AP-markierte zweite Nachweisantikörper 
wurden GAMAPH+L für M-α-penta His und M-α-CD124 bzw. GARAPH+L für R-α-hIL-4 verwendet. Die 
Visualisierung der Proteinbanden erfolgte mit NBT/BCIP in AP-Reaktionen (II.3.4.1). 
Spurbelegung der Western-Blots A, B und C: I: IL-4 DM nicht-reduziert; II: CD124ex ERH nicht-reduziert; III: 
CD124ex AH x IL-4 DM Koexpression nicht-reduziert; IV: CD124ex ERH x IL-4 DM Koexpression nicht-redu-
ziert; V: CD124ex ERH x IL-4 DM Koexpression reduziert; VI: CD124ex AH x IL-4 DM Koexpression reduziert; 
VII: CD124ex ERH reduziert; VIII: IL-4 DM reduziert; M: „Prestained Protein Marker Broad Range“ (PPM; 
NEB); St: 50 ng Bayer-Standard (bakteriell exprimiertes IL-4 DM). 
Bei der Detektion mit M-α-penta His Ak in Western-Blot A wurde für die Koinfiltration von 
IL-4 DM und CD124ex neben den bekannten Signalen bei 32,5 kDa und 62 kDa, die den IL-4 
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Rezeptorex in monomerer bzw. dimerer Form repräsentieren, ein zusätzliches Signal auf einer 
Höhe von etwa 42-45 kDa nachgewiesen (Western-Blots A-C, Spur III und IV). Spezifische 
Proteinbanden von entsprechender Größe wurden auch für die nicht-reduzierten Proben des 
Koinfiltrationsansatzes bei Verwendung der M-α-CD124 Ak mit starker Signalstärke 
nachgewiesen (Western-Blot B, Spur III und IV). Die Höhe dieser Proteinbanden stimmt 
nicht exakt mit dem erwarteten Molekulargewicht des IL-4 DM/CD124ex-Komplexes überein, 
der rechnerisch bei etwa 48 kDa liegen sollte. Die Diskrepanz zwischen erwartetem und 
beobachtetem Laufverhalten des IL-4 DM/CD124ex-Komplexes ist jedoch wahrscheinlich auf 
eine kompaktere Struktur des Proteinkomplexes zurückzuführen. Ein vom erwarteten Mole-
kulargewicht abweichendes Verhalten des IL-4 DM/IL-4 Rezeptorex-Komplexes wurde auch 
von Hoffman et al. (1994) bei Gelfiltrationsanalysen zur Bestimmung der Stöchiometrie der 
Komplexbildung beschrieben. Es ist daher sehr wahrscheinlich, daß die zusätzlichen Signale 
in den Koinfiltrationsansätzen IL-4 DM/CD124ex-Komplexe repräsentieren, zumal diese mit 
Nachweisantikörpern sowohl gegen den Rezeptor und auch gegen IL-4 DM detektiert werden 
konnten. Eindeutige, obgleich teilweise schwache Signale auf Höhe des IL-4 DM/IL-4 Rezep-
torex-Komplexes wurden auch sowohl für die nicht-reduzierten als auch für die reduzierten 
Proben der Koinfiltrationsansätze bei Verwendung des R-α-IL-4 DM Ak beobachtet 
(Western-Blot C, Spur III, IV, V und VI).  
Die Farbreaktion der nicht-reduzierten Proben in Western-Blot B setzte innerhalb weniger 
Sekunden ein, so daß sie unmittelbar abgestoppt werden mußte, um ein Überfärben der 
Membran zu verhindern. Dies hatte zur Folge, daß der Nachweis des reduzierten ER-retar-
dierten IL-4 Rezeptorsex mit dem M-α-CD124 Ak nicht erbracht werden konnte, da hierfür 
eine längere Inkubationszeit mit dem Substrat hätte erfolgen müssen.  
Beim Vergleich der Western-Blots A und B ist auffällig, daß der M-α-CD124 Ak deutlich 
stärker gegen die nicht-reduzierte Form des CD124ex Proteins und ganz besonders bei Kom-
plexbildung mit IL-4 DM reagiert als dies der M-α-penta His Ak vermag. Dagegen reagiert 
der M-α-penta His Ak stärker mit den reduzierten Proben, möglicherweise aufgrund einer 
besseren Zugänglichkeit des C-terminal gelegenen His6-Motivs. 
Ein Vergleich der Signalintensitäten der Banden von IL-4 DM bzw. IL-4 DM/CD124ex-
Komplex in Western-Blot C läßt keinen positiven Effekt des koexprimierten IL-4 Rezeptorsex 
auf die Akkumulation von IL-4 DM erkennen. Die Signale des Western-Blots B deuten eher 
darauf hin, daß der IL-4 Rezeptorex durch gleichzeitige Expression des Liganden stabilisiert 
wird und in höheren Mengen akkumuliert. 
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III.4.4 Stabile Koexpression von CD124ex und IL-4 DM in BY-2 Suspensionszellen 
Die stabile Koexpression von IL-4 DM und CD124ex sollte im BY-2 System durch Übertrans-
formation von IL-4 DM exprimierenden Zellinien untersucht werden. Zu diesem Zweck 
wurde die Hygromycin-resistente BY-2 Zellinie di IL-4 DM apo #6 (vgl. III.2.3 mit Abb. 22) 
mit den apoplasmatisch lokalisierten oder ER-retardierten CD124ex Konstrukten pTRAkc-
CD124ex AH bzw. pTRAkc-CD124ex ERH (III.4.1) transformiert (II.2.9.6). Eine Vielzahl 
resistenter Kalli konnte auf Selektionsmedium, das die Antibiotika Hygromycin und 
Kanamycin enthielt, herangezogen werden. Die Dot-Blot Analyse der Expression von 
IL-4 DM und CD124ex wurde an jeweils 50 individuellen Kalli untersucht; sie verlief jedoch 
negativ für beide Proteine. In einem zweiten Ansatz wurden die Pflanzenexpressionsvektoren 
pTRAhc-CD124ex AH oder pTRAhc-CD124ex ERH (III.4.1), welche den Selektionsmarker 
für Hygromycin-Resistenz trugen, in die Kanamycin-resistente IL-4 DM exprimierende BY-2 
Zellinie mo IL-4 DM apo #22 (vgl. III.2.3 mit Abb. 22) transformiert. Abermals wurden 50 
selektionierte BY-2 Kalli in Dot-Blot Analysen getestet. Dabei wurde zunächst nur die Akku-
mulation des IL-4 Rezeptorsex untersucht. Annähernd 50% der untersuchten Kalli zeigten ein 
positives Signal. Die Proteinextrakte der besten BY-2 Kalli wurden anschließend im 
Western-Blot analysiert (Abb. 31). 
Sowohl die apoplasmatische als auch die ER-retardierte Akkumulation des IL-4 
Rezeptorsex konnten in mehreren übertransformierten BY-2 Kalli nachgewiesen werden. 
Besonders auffällig waren die unterschiedlichen Bandenmuster des CD124ex, je nachdem ob 
das Protein ER-retardiert oder apoplasmatisch lokalisiert vorlag. Für den apoplasmatisch 
lokalisierten IL-4 Rezeptorex wurde eine starke Doppelbande bei etwa 35 kDa nachgewiesen 
(Abb. 31, Spur 3), die wahrscheinlich auf unterschiedliche Glykosylierungsformen des 
Rezeptors zurückzuführen ist. Außerdem schmiert die Proteinbande in beide Richtungen; dies 
könnte ein Hinweis auf weitere Glykosylierungsformen des Proteins sein, die aufgrund 
geringerer Konzentrationen keine distinkte Bande im Western-Blot zu geben vermögen. Die 
Proben der ER-retardierten IL-4 Rezeptorex-Version zeichnen sich – neben der distinkten 
CD124ex Monomer Proteinbande bei 35 kDa – durch das Auftreten der zusätzlichen typischen 
Proteinbande bei etwa 62 kDa aus, die wahrscheinlich auf der Dimerisierung des Rezeptors 
beruht. CD124ex Dimere waren auch bei der Expression in Tabakblättern stets nur bei der 
ER-retardierten Lokalisation des Proteins beobachtet worden (vgl. Abb. 28 und 29). So liegt 
die Vermutung nahe, daß die Formation der IL-4 Rezeptorex Dimere bereits in vivo in der 
Pflanzenzelle und nicht erst nach Aufschluß der Zellen im Gesamtproteinextrakt erfolgt. 
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Abb. 31: Western-Blot Analyse der CD124ex Expression in übertransformierten BY-2 Kalli. 
Immunologischer Nachweis der CD124ex Akkumulation im Gesamtproteinextrakt stabil transformierter BY-2 
Kalli (II.2.9.6) aus der Übertransformation der mo IL-4 DM exprimierenden BY-2 Zellinie #22 mit 
pTRAhc-CD124ex apo bzw. ERH. 16 µl der Gesamtproteinextrakte (II.3.1.2.1) wurden in einer 12% SDS-PAA 
Gelelektrophorese pherographiert (II.3.3.1) und im Western-Blot auf Nitrocellulosemembran transferiert (II.3.4). 
Als Detektionsantikörper wurden M-α-CD124 und GAMAPH+L verwendet, die Visualisierung der Protein-
banden erfolgte mit NBT/BCIP in AP-Reaktionen (II.3.4.1). 
Spurbelegung: 1: BY-2 Wildtyp; 2: mit pTRAhc-CD124ex AH übertransformierte BY-2 Zellinie #18; 3: mit 
pTRAhc-CD124ex AH übertransformierte BY-2 Zellinie #26; 4: mit pTRAhc-CD124ex ERH übertransformierte 
BY-2 Zellinie #18; 5: mit pTRAhc-CD124ex ERH übertransformierte BY-2 Zellinie #19; 6: mit pTRAhc-
CD124ex ERH übertransformierte BY-2 Zellinie #41; M: „Prestained Protein Marker Broad Range“ (PPM; 
NEB). 
Mögliche Effekte der Koexpression von CD124ex und IL-4 DM konnten nicht näher analysiert 
werden, weil die Expression von IL-4 DM – trotz doppelter Antibiotika-Resistenz – in keiner 
übertransformierten Zellinie durch Western-Blot Analysen nachgewiesen werden konnte. Auf 
genauere Analysen der Ursachen des Verlustes der IL-4 DM Expression der übertransfor-
mierten BY-2 Zellinien konnte aus zeitlichen Gründen nicht eingegangen werden. Der plötz-
liche Verlust der IL-4 DM Expression bei verschiedenen transgenen BY-2 Zellinien war im 
Verlauf dieser Arbeit jedoch bereits mehrfach festgestellt worden (vgl. auch III.2.3). 
III.5 Entwicklung eines Nachweissystems zur Quantifizierung von IL-4 DM in 
Pflanzenextrakten  
Die Verfügbarkeit eines Analyseverfahrens zur verläßlichen Bestimmung der Mengen an 
produziertem IL-4 DM war von zentraler Bedeutung für die Beantwortung zweier Frage-
stellungen dieser Arbeit. Zum einen sollte untersucht werden, ob für die verschiedenen 
IL-4 DM Genversionen Unterschiede in der Proteinakkumulation nachzuweisen sind. Zum 
anderen sollten die pflanzlichen Expressionssysteme miteinander verglichen und dem bakteri-
ellen Produktionssystem des Kooperationspartners Bayer HealthCare gegenüber gestellt 
werden. Zu Beginn des Projektes wurde die Expression von IL-4 DM anhand der Signal-
intensitäten der Proteinbanden in Western-Blot Analysen abgeschätzt (III.2-III.3). Die 
densitometrische Abschätzung der Bandenintensitäten ist jedoch oftmals fehleranfällig und 
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erlaubt verläßliche Aussagen in bezug auf Proteinmengen nur für Proben, die auf die selbe 
Membran transferiert wurden. 
Durch die Verwendung des BIACORE® 2000 Systems wurde eine alternative Nachweis-
möglichkeit entwickelt, mit der die Menge an pflanzlich exprimiertem IL-4 DM verläßlich 
quantifiziert werden konnte. Die BIACORE® 2000 ist ein Analysesystem, mit dem die 
Interaktionen von Biomolekülen in Echtzeit gemessen werden können (Malmqvist, 1993). Im 
vorliegenden Fall sollte die Bindung von IL-4 DM durch einen monoklonalen Maus-anti-
humanes IL-4 Antikörper (II.1.3) gemessen werden, der als Ligand auf einem Sensorchip 
immobilisiert wurde (II.3.6). Verdünnte IL-4 DM-haltige Proben wurden in kontinuierlichem 
Fluß über die Oberfläche des Sensorchips geleitet. Bei Bindung ergaben sich Änderungen in 
der Massenkonzentration auf der Detektoroberfläche, die basierend auf Oberflächenplasmon-
resonanz („surface plasmon resonance“; auch SRP) vom Biacore System optisch detektiert 
und in Form von „resonance units“ (RU) quantifiziert wurden. Die genaue Funktionsweise 
des Meßprinzips wird u.a. von Malmqvist und Karlsson (1997) und Malmqvist (1999) erklärt. 
Eine Korrelation zwischen den gemessenen SRP-Signalen und den korrespondierenden 
IL-4 DM Mengen wurde durch Messung definierter Konzentrationen des bakteriell 
exprimierten IL-4 DM Standardproteins (Bayer HealthCare), das auch als Positivkontrolle in 
den Western-Blot Analysen verwendet wurde, hergestellt. Eine lineare Korrelation war für 
IL-4 DM Proteinkonzentrationen in der Größenordnung von 100 bis 1000 ng/ml Probe 
gewährleistet (vgl. Abb. 32). Um in diesen Meßbereich zu fallen, wurden die pflanzlichen 
Extrakte und Reinigungsfraktionen in Abhängigkeit der IL-4 DM Konzentration für die 
Biacore Messung zwischen 1:10 und 1:100 in Laufpuffer verdünnt. Die Ungenauigkeiten 
zwischen unabhängigen Meßreihen des bakteriellen IL-4 DM Standardproteins lag bei etwa 
10% und war auf Verdünnungsfehler aber auch auf systemimmanente Fehleranfälligkeiten 
zurückzuführen. Die Werte innerhalb einer Meßreihe zeigen jedenfalls eine ausgezeichnete 
Korrelation (R > 0,99). Um die systemeigenen Quellen für Meßungenaugikeiten zu mini-
mieren, wurden bei jeder Meßreihe zunächst einige Proben definierter Konzentrationen des 
IL-4 DM Standards gemessen. Dies diente der regelmäßigen Überprüfung der Qualität des 
Sensorchips. Darüber hinaus wurde die aktuelle Steigung der gemessenen SRP-Signale des 
IL-4 DM Standardproteins als Referenzgröße genutzt, anhand derer die IL-4 DM 
Konzentrationen der analysierten Proben extrapoliert werden konnten. Die Bestimmung der 
IL-4 DM Konzentration erfolgte auf Basis der Steigung der gemessenen Bindesignale und 
nicht über Endpunktmessung der maximal erreichten RU-Werte. Auf diese Weise sollten 
mögliche Meßfehler, die bei der Sättigung der Bindestellen des Sensorchips auftreten können, 
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minimiert werden. Des weiteren wurde bei den Messungen regelmäßig kontrolliert, ob die 
Proben Komponenten enthielten, die unspezifisch an die Detektoroberfläche banden. Dazu 
wurden die Proben zusätzlich in einer Referenzflußzelle gemessen, auf der ein Antikörper 
anderer Spezifität immobilisiert war, und die unspezifischen SRP-Signale der Referenzfluß-
zelle wurden von den SRP-Signalen der Meßzelle subtrahiert. Mit dieser Vorgehensweise 
konnte eine recht genaue Quantifizierung von IL-4 DM in diversen pflanzlichen Protein-
extrakten durchgeführt werden. 
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Abb. 32: Darstellung der Korrelation zwischen den SRP-Bindesignalen und den IL-4 DM Protein-
konzentrationen in Oberflächenplasmonresonanzmessungen. 
Graphische Darstellung der linearen Korrelation zwischen der Steigung der SRP-Bindesignale und der 
Konzentration von bakteriell exprimiertem IL-4 DM Standardprotein. Die Oberflächenplasmonresonanz defi-
nierter Konzentrationen des IL-4 DM Standardproteins wurden in der Biacore2000 bestimmt (II.3.6). Die beiden 
dargestellten Meßreihen wurden an zwei aufeinanderfolgenden Tagen durchgeführt. 
Legende: ?: Verdünnungsreihe 1; ?: Verdünnungsreihe 2; _____: Lineare Regression Verdünnungsreihe 1 
(R = 0,99294); . . . . .: Lineare Regression Verdünnungsreihe 2 (R = 0,99011).  
Ein weiterer Vorteil des Biacore Systems lag in der hohen Regenerationsfähigkeit des Sensor-
chips; es konnten Messungen von bis zu 100 Proben mit einem Sensorchip erfolgen, ohne daß 
signifikante Aktivitätverluste auftraten. Dies erlaubte die Analyse einer großen Anzahl von 
Proben unter einheitlichen Versuchsbedingungen. 
Die Quantifizierung von pflanzlich exprimiertem IL-4 DM durch Messung der Ober-
flächenplasmonresonanz in der Biacore wurde im Verlauf der vorliegenden Arbeit für die 
vergleichende Analyse der IL-4 DM Expressionskonstrukte (III.6), für die Bestimmung der 
Mengen an gereinigtem IL-4 DM Protein (III.7.3, III.7.7) und teilweise für die Evaluierung 
der Expressionsmengen in den unterschiedlichen pflanzlichen Expressionssystemen genutzt. 
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III.6 Vergleichende Expression der verschiedenen IL-4 DM Konstrukte 
Die Expression der Tandemkonstrukte, welche sich aus den verschiedenen IL-4 DM Gen-
versionen zur apoplasmatischen und ER-retardierten Lokalisation in Kombination mit dem 
Fluoreszenzmarker DsRed zusammensetzten (III.1.6), wurde transient in Tabakblättern 
(II.2.9.3) untersucht. Es war beabsichtigt, mögliche Unterschiede in bezug auf die IL-4 DM 
Expressionsraten zwischen den beiden Pflanzenexpressionsvektoren pSPAM und pTRA 
sowie zwischen den unterschiedlichen IL-4 DM Genversionen festzustellen. In vorangegan-
genen Expressionsstudien verschiedener IL-4 DM Konstrukte waren zwar deutliche Unter-
schiede je nach Lokalisation des IL-4 DM detektiert worden (III.2.1). Es konnten jedoch 
keine gesicherten Bewertungen der unterschiedlichen apoplasmatischen IL-4 Genversionen 
erfolgen, da die IL-4 DM Expressionsraten in den Infiltrationsversuchen teilweise für ein und 
dasselbe Konstrukt innerhalb eines Infiltrationsversuches deutlich variierten (vgl. Abb. 18) 
und mögliche Unterschiede in den Proteinakkumulationsmengen nicht ausgeprägt genug 
waren, um zweifelsfrei detektiert werden zu können. Durch Koexpression von IL-4 DM mit 
dem fluoreszierenden Protein DsRed sollte eine Standardisierung und dadurch eine exaktere 
vergleichende Quantifizierung der IL-4 DM Proteinmengen erreicht werden. Die DsRed 
Proteinexpression diente als Anhaltspunkt zur Beurteilung der Effizienz der transienten 
Transformation und stellte außerdem eine interne Referenzgröße dar, auf die die Akku-
mulation von IL-4 DM bezogen wurde. Die wesentlichen Vorteile der Verwendung von 
DsRed als Referenzprotein für eine standardisierte Bewertung der IL-4 DM Expression waren 
zum einen die einfache Quantifizierung der DsRed Proteinmenge durch spektrometrische 
Messung der Lumineszenz und zum anderen die Möglichkeit der direkten visuellen Kontrolle 
der DsRed Akkumulation anhand der Rotfluoreszenz bei Grünanregung (II.3.11) wie in 
Abb. 33 dargestellt wird. Auf diese Weise konnte die Expression von DsRed über den 
gesamten Versuchszeitraum von sieben Tagen praktisch „online“ in den infiltrierten Tabak-
blättern verfolgt werden. 
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A B
Abb. 33: Nachweis der transienten DsRed Expression in infiltrierten Tabakblättern. 
Aufnahme der Tabakblätter in Durchlicht (A) und Anregungslicht (B). Die Tabakblätter auf der linken Seite 
beider Darstellungen waren mit dem Konstrukt pTRAk-TP-DsRed, die Blätter der rechten Seite waren mit einem 
Kontrollkonstrukt ohne DsRed Reportergen infiltriert worden (II.2.9.3). Nach dreitägiger Inkubation der Blätter 
in der Klimakammer wurden diese zum Nachweis der DsRed Akkumulation in Durchlicht und bei Grün-
anregung (II.3.11) photographiert.
Anhand der Darstellung B in Abb. 33 ist zu erkennen, daß die Fluoreszenzsignale erwartungs-
gemäß nur für die mit pTRAk-TP-DsRed infiltrierten Tabakblätter beobachtet werden. 
Bemerkenswerterweise war die DsRed Expression in den Tabakblättern nicht homogen 
verteilt. Obwohl die Blätter vollständig mit Agrobakteriensuspension infiltriert worden waren, 
akkumulierten in einigen Blattbereichen deutlich höhere DsRed Proteinmengen als in anderen 
Arealen. Die ungleichmäßig verteilte DsRed Akkumulation in den infiltrierten Tabakblättern 
war kein Einzelphänomen und wurde regelmäßig bei der transienten Expression von IL-4 DM 
DsRed Tandemkonstrukten beobachtet. 
Die folgenden Konstrukte wurden für die transienten Expressionsstudien zur vergleichen-
den Analyse der diversen IL-4 DM Varianten genutzt: pSPAMks-orig IL-4 DM apo-TP-
DsRed, pSPAMks-orig IL-4 DM ER-TP-DsRed, pSPAMks-di IL-4 DM apo-TP-DsRed, 
pTRAkc-di IL-4-DM apo-TP-DsRed, pTRAkt-mo IL-4 DM apo-TP-DsRed und pTRAkc-
SPIL-di IL-4 DM apo-TP-DsRed (III.1.6). Für jedes der sechs Konstrukte wurden 
12 Tabakblätter infiltriert, die in der Klimakammer sieben Tage lang inkubiert wurden. Es 
wurde eine Zeitreihe der Fremdgenexpressionen erstellt. Die Probennahme erfolgte nach drei, 
fünf und sieben Inkubationstagen. Dabei wurden für jedes Konstrukt jeweils sechs bis acht 
Blattscheiben von je ca. 2 cm2 Größe aus verschiedenen Blättern ausgestanzt. Es wurden nur 
Blattbereiche geerntet, die nachweislich DsRed exprimierten. Nach Aufschluß des Pflanzen-
materials in zwei Volumen IL-4 DM Proteinextraktionspuffer (II.3.1.1) wurde die Expression 
von IL-4 DM im Western-Blot (II.3.4.1) und in Oberflächenplasmonresonanzmessungen 
(II.3.6) untersucht. Parallel dazu wurde die Menge an exprimiertem DsRed durch spektro-
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metrische Messung der Lumineszenz (II.3.11) quantifiziert. In Abb. 34 sind die Ergebnisse 
der Quantifizierung der IL-4 DM und der DsRed Expression aufgeführt. 
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Abb. 34: Quantifizierung der transienten Expression von IL-4 DM und DsRed in Tabakblättern. 
 
Anhand des Säulendiagramms, in dem die gemessenen DsRed Lumineszenz-Werte dargestellt 
sind, erkennt man, daß die Menge an DsRed für den überwiegenden Teil der untersuchten 
Konstrukte über den gesamten betrachteten Zeitraum zunimmt. Das Protein scheint demnach 
stabil in den Chloroplasten zu akkumulieren. Der beträchtliche Anstieg von 3 dpi auf 5 dpi 
liegt möglicherweise in der Tatsache begründet, daß das DsRed nur als Tetramer fluoresziert 
und eine gewisse Zeit zur Reifung der Komplexe benötigt wird. Die absolut gemessenen 
Lumineszenzwerte eines Probentages variierten teilweise zwischen den verschiedenen 
Konstrukten, es wurden Schwankungen bis zu Faktor vier gemessen. Dabei sind besonders 
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die Proben des Ansatzes pTRAkc-di IL-4 DM apo-TP-DsRed hervorzuheben, dessen 5 dpi 
und 7 dpi Proben Lumineszenzwerte zeigten, die deutlich über den Werten aller anderen 
Konstrukte lagen. 
Basierend auf den in Abb. 34 dargestellten Ergebnissen zur Akkumulation von IL-4 DM 
läßt sich ebenfalls eine allgemeine Tendenz des Verlaufes der Proteinakkumulation ableiten, 
die auf vier der fünf untersuchten apoplasmatisch lokalisierten Konstrukte zutrifft. Während 
vom dritten auf den fünften Inkubationstag eine deutliche Erhöhung der IL-4 DM Menge zu 
verzeichnen ist, fällt diese am siebten Inkubationstag bei fast allen Konstrukten wieder auf 
das Niveau des dritten Inkubationstages zurück. Demnach liegt der günstigste Erntetag für die 
Produktion von IL-4 DM im transienten Expressionssystem bei ungefähr fünf Tagen nach 
Infiltration. Wie bereits beim Vergleich der Proteinmengen von DsRed festgestellt werden 
konnte, zeigt das Konstrukt pTRAkc-di IL-4 DM apo-TP-DsRed auch bei der Akkumulation 
von IL-4 DM die höchsten absoluten Werte. Für das ER-retardierte IL-4 DM Expressions-
konstrukt pSPAMks-orig IL-4 DM ER-TP-DsRed konnte dagegen keine nennenswerte 
Akkumulation von IL-4 DM nachgewiesen werden, obwohl DsRed Proteinmengen gemessen 
wurden, die mit denen der Expressionskonstrukte pSPAMks-orig IL-4 DM apo-TP-DsRed, 
pSPAMks-di IL-4 DM apo-TP-DsRed und pTRAkc-SPIL-di IL-4 DM apo-TP-DsRed 
vergleichbar waren. Dieses Ergebnis ist in Übereinstimmung mit den zuvor beobachteten 
Expressionsstudien des pSPAMks-orig IL-4 DM ER Einzelkonstruktes (III.2.1) und bestätigt 
die Schlußfolgerung, daß das ER zur Akkumulation von IL-4 DM ungeeignet ist. 
Der Vergleich der unterschiedlichen apoplasmatischen IL-4 DM Genversionen sollte durch 
Normierung der IL-4 DM Akkumulation auf Grundlage der DsRed Expression erreicht 
werden, indem die jeweiligen IL-4 DM Konzentrationen durch die korrespondierenden DsRed 
Lumineszenzwerte dividiert wurden. Voraussetzung für diese Herangehensweise war die 
Annahme, daß nach Vakuuminfiltration beide Expressionskassetten der Tandemkonstrukte in 
gleicher Kopienzahl und in den gleichen Pflanzenzellen vorliegen. Unterschiede der relativen 
Werte sollten demnach auf Unterschiede in der Transkription oder Translation der verschiede-
nen IL-4 DM Genversionen zurückzuführen sein, da die DsRed Expressionskassette für alle 
Tandemkonstrukte identisch war. Im unteren Säulendiagramm der Abb. 34 sind die relativen 
Werte aufgeführt. Demnach zeigt die für Dikotylodone kodonoptimierte IL-4 DM Genversion 
mit vorgeschaltetem nativen Sekretionssignal (SPIL di IL-4 DM) die beste normierte 
IL-4 DM Akkumulation; sie erzielte an zwei der drei untersuchten Probentagen die höchsten 
Werte. Läßt man den sehr hohen Wert dieses Konstruktes bei 3 dpi jedoch außer acht, so 
ergibt sich ein recht einheitliches Bild für alle untersuchten apoplasmatisch lokalisierten 
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IL-4 DM Konstrukte; die Werte der verschiedenen IL-4 DM Versionen unterscheiden sich nur 
marginal. 
Es ist somit festzuhalten, daß auch in den Expressionsstudien mit IL-4 DM-DsRed 
Tandemkonstrukten keine Hinweise auf eine Steigerung der Akkumulation von IL-4 DM 
durch die Kodonoptimierung der cDNA gefunden werden konnten. Des weiteren waren auch 
für die analysierten Pflanzenexpressionsvektoren pSPAM und pTRA keine nennenswerten 
Unterschiede in bezug auf die IL-4 DM Expression erkennbar. 
III.7 Produktion von IL-4 DM in pflanzlichen Systemen und Reinigung  
Im folgenden werden die Ergebnisse zur Herstellung größerer Mengen an IL-4 DM in Tabak-
blättern und in BY-2 Suspensionskulturen sowie deren Anreicherung und Reinigung vorge-
stellt. Ziel der Untersuchungen war die Überprüfung, inwieweit IL-4 DM für eine weiter-
gehende Charakterisierung aus den pflanzlichen Produktionssystemen gereinigt werden kann. 
Darüber hinaus sollte die Ausbeute an IL-4 DM zwischen den pflanzlichen Systemen 
verglichen und auch dem bakteriellen Expressionssystem gegenüber gestellt werden. Die 
Reinigung von IL-4 DM sollte basierend auf Versuchsprotokollen erfolgen, die für die 
Reinigung des Proteins aus bakteriellen Expressionssystemen etabliert worden waren und die 
der Kooperationspartner Bayer HealthCare in Form der Europäischen Patent Spezifikation 
EP 0537148 B1 zur Verfügung gestellt hatte. In dieser Spezifikation finden sich Versuchs-
vorschriften zur Reinigung von IL-4 DM mittels Metallionenaffinitätschromatographie 
(II.3.8.1) und anschließender Kationenaustauschchromatographie (II.3.8.2). Beide Reini-
gungsschritte beruhen auf der Ausnutzung IL-4 DM-spezifischer biochemischer Charakter-
istika wie dem hohen isoelektrischen Punkt. Auf den Einsatz von Affinitätstags zur Reinigung 
war bewußt verzichtet worden, da dies eine Änderung der nativen Aminosäuresequenz des 
Proteins zur Folge gehabt hätte.  
III.7.1 Proteinextraktionspuffer zur Isolierung von IL-4 DM aus Blattmaterial 
Die Proteinextraktionspuffer zur Isolierung rekombinanter Proteine aus Tabakblättern 
enthalten neben der pH-Wert-stabilisierenden Pufferkomponente in der Regel noch Kombi-
nationen der folgenden Komponenten: die Membranintegrität auflösende Chemikalien zur 
Steigerung der Aufschlußeffizienz wie Tween-20, NP-40 oder DMSO (Fiedler et al., 1997; 
Vaquero et al., 1999), Antioxidantien wie 2-Mercaptoethanol oder DTT, Ascorbinsäure zur 
Vermeidung unerwünschter Oxidationsreaktionen (Vaquero et al., 1999, 2002), Chelatbildner 
wie EDTA zur Inhibierung von Proteasen (Fiedler et al., 1997; Vaquero et al., 1999), spezi-
fische Proteaseinhibitoren wie z.B. PMSF oder Leupeptin (Ehsani et al., 2003) und eventuell 
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Polyvinylpyrrolidon (PVP) bzw. Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP) zur Inaktivierung 
phenolischer Komponenten (Siebert und Lynn, 1998; Hatti-Kaul und Mattiasson, 1996). 
Teilweise wird den Extraktionspuffern auch NaCl zur Erhöhung der Ionenstärke zugesetzt 
(Fiedler et al., 1997; Kusnadi et al., 1998). 
Zur Identifizierung des geeignetsten Proteinextraktionspuffers wurde der Einfluß diverser 
Pufferkomponenten auf die Ausbeute und Qualität des aus Blattmaterial isolierten IL-4 DM 
Proteins untersucht. Zunächst wurden Tris (pH 7,5), Phosphat (pH 7,2) bzw. Acetat (pH 4,0) 
als mögliche Puffersysteme getestet. IL-4 DM tolerierte den gesamten untersuchten pH-Be-
reich; es konnte kein Unterschied in bezug auf die Proteinausbeute festgestellt werden (Daten 
nicht gezeigt). Der Extraktion mit Acetat-Puffer bei pH 4,0 wurde der Vorzug gegeben, da 
IL-4 DM bei saurem pH ausgesprochen stabil ist (Dr. Jörg Peters, Bayer HealthCare 
Wuppertal, pers. Mitteilung) und viele pflanzeneigene Proteine und Farbstoffe in diesem 
Milieu präzipitieren, so daß sie durch Zentrifugation leicht aus dem Zellextrakt entfernt 
werden können. Darüber hinaus ist der Acetat-Puffer kompatibel mit den Konditionen einer 
Kationenaustauschchromatographie (II.3.8.1), die als erster Reinigungsschritt genutzt werden 
sollte (III.7.3.1). 
Auf den Zusatz von zellmembranauflösenden Komponenten wie Tween-20 konnte 
verzichtet werden, da kein positiver Effekt für die Extraktion von IL-4 DM beobachtet wurde. 
Auch der Zusatz von EDTA oder kostenintensiven Proteaseinhibitoren erübrigte sich, da 
IL-4 DM bei zahlreichen Untersuchungen zum Aufschluß, zur Lagerung und zur Reinigung 
recht stabil im Blattextrakt vorlag und zu keiner Zeit eindeutige Hinweise auf Degradationen 
des Proteins gefunden wurden (Daten nicht gezeigt). 
Die Zugabe von 2-Mercaptoethanol oder Ascorbinsäure zum Extraktionspuffer führte 
schon bei geringsten Konzentrationen zur Reduktion der internen Disulfidbrücken des 
IL-4 DM und damit zum Verlust der Funktionalität des Proteins (Dr. Jörg Peters, Bayer 
HealthCare Wuppertal, pers. Mitteilung). Folglich mußte auf Antioxidantien bei der Puffer-
zusammensetzung verzichtet werden. 
Es ergab sich somit eine recht einfache Zusammensetzung des identifizierten IL-4 DM 
Proteinextraktionspuffers. Der einzige kritische Faktor für eine effiziente Proteinextraktion 
war eine hohe Ionenstärke des Puffers, die durch Zugabe von NaCl erreicht wurde. Die 
immense Bedeutung der optimalen Salzkonzentration für die Ausbeute an IL-4 DM ist in 
Abb. 35 wiedergegeben. In diesem Versuch wurde infiltriertes Blattmaterial durch Mörsern 
pulverisiert und portioniert. Aliquote des Probenmaterials wurden mit Acetat-Protein-
extraktionspuffern unterschiedlicher Salzkonzentration aufgeschlossen. 
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Abb. 35: Western-Blot Analyse zum Nachweis des Einflusses der Ionenstärke des Proteinextraktions-
puffers auf die IL-4 DM Ausbeute. 
Immunologischer Nachweis von IL-4 DM im Gesamtproteinextrakt infiltrierter Tabakblätter (II.2.9.3). Die 
verwendeten Proteinextraktionspuffer setzten sich aus 20 mM Na-acetat, pH 4.0 und in der jeweiligen 
NaCl-Konzentration (500 mM, 250 mM bzw. 100 mM) zusammen. Jeweils 16 µl des Gesamtproteinextraktes 
(II.3.1.1) wurden in einer 15% SDS-PAA Gelelektrophorese pherographiert (II.3.3.1) und im Western-Blot auf 
Nitrocellulosemembran transferiert (II.3.4). Als Detektionsantikörper wurden R-α-hIL-4 und GARAPH+L 
verwendet, die Visualisierung der Proteinbanden erfolgte mit NBT/BCIP in einer AP-Reaktion (II.3.4.1). 
Spurbelegung: 1: Proteinextraktionspuffer mit 500 mM NaCl; 2: Proteinextraktionspuffer mit 250 mM NaCl; 3: 
Proteinextraktionspuffer mit 100 mM NaCl; M: „Prestained Protein Marker Broad Range“ (PPM; NEB); 
St: 50 ng Bayer-Standard (bakteriell exprimiertes IL-4 DM).  
Mit steigender NaCl-Konzentration wurde deutlich mehr IL-4 DM isoliert, so daß eine direkte 
Abhängigkeit zwischen der Effizienz der IL-4 DM Extraktion von der Ionenstärke des Extrak-
tionspuffers nachgewiesen werden konnte. Die optimale Proteinausbeute wird bei einer Salz-
konzentration von 500 mM NaCl erreicht. Der ideale Proteinextraktionspuffer zur Isolierung 
von IL-4 DM setzte sich folglich aus 20 mM Na-acetat, pH 4,0 und 500 mM NaCl zusammen. 
Er wurde sowohl zum Aufschluß von Proben im analytischen Maßstab als auch zur Herstel-
lung größerer Mengen Blattextrakt für anschließende Reinigungsversuche verwendet. 
III.7.2 Produktion von IL-4 DM in transient infiltrierten Tabakblättern 
Die Agrobakterien-vermittelte transiente Transformation von Tabakblättern mittels Vakuum-
infiltration wurde nicht nur zur Validierung der hergestellten IL-4 DM Expressionskonstrukte 
(III.2.1), sondern auch zur Produktion größerer Mengen des Proteins verwendet. Dabei wurde 
in der Regel das Expressionskonstrukt pTRAkc-di IL-4 DM apo zur Transformation genutzt, 
da die erreichten IL-4 DM Proteinmengen mit diesem Konstrukt bei Infiltrationsstudien 
(III.2.1, III.6) stets hoch waren. Der wesentliche Vorteil der transienten Transformations-
methode gegenüber einer stabilen Transformation lag in der schnellen Verfügbarkeit des 
Materials, das bereits nach wenigen Tagen geerntet und verarbeitet werden konnte. Die 
Praktikabilität der Isolierung rekombinanter Proteinen aus transient infiltrierten Tabakblättern 
in einem Maßstab, der eine genauere Charakterisierung des Proteins erlaubt, wurde bereits 
von Vaquero et al. (1999) beschrieben. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Menge 
an infiltriertem Blattmaterial bis in den kg-Maßstab vergrößert. Dabei wurden die beschrie-
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benen Vorgehensweisen zur Anzucht der Agrobakterien (II.2.9.2) und zur Durchführung der 
transienten Infiltration (II.2.9.3) im wesentlichen beibehalten. Es wurden lediglich größere 
Volumen an Bakteriensuspension hergestellt (etwa 2 bis 3 l), die direkt in den Vakuum-
exsikkator gefüllt und die für mehrere Vakuuminfiltrationsrunden verwendet wurden. Mit 
diesem Versuchsaufbau konnten etwa 200 g Blattmaterial in einem Durchgang infiltriert 
werden. Die Inkubation der Blätter erfolgte für vier bis fünf Tage in der Klimakammer. Das 
geerntete Blattmaterial wurde portioniert und bis zur Aufarbeitung bei - 20°C oder -80°C 
gelagert. 
III.7.3 Reinigung von IL-4 DM aus Proteinextrakt infiltrierter Tabakblätter 
Im folgenden werden die Ergebnisse der Isolierung von IL-4 DM aus 1 kg infiltrierten 
Tabakblättern vorgestellt. Eine Anreicherung des IL-4 DM Proteins aus Tabakblättern für 
eine biochemische Charakterisierung war auch ohne Verwendung von Affinitätstags möglich. 
Das Reinigungsprotokoll wurde anhand diverser Vorversuche zur Reinigung von IL-4 DM 
aus Blattmaterial etabliert (Daten nicht gezeigt). 
Das gefrorene infiltrierte Blattmaterial wurde nach Zugabe von zwei Volumen Protein-
extraktionspuffer mit dem Mixer aufgeschlossen und über Zentrifugations- und Filtrations-
schritte von grobem Pflanzenmaterial befreit (II.3.1.1). Aufgrund von Verlusten beim Klären 
der Proben betrug das Volumen des hergestellten Blattextraktes nur ungefähr 2,2 l. In 
Vorversuchen hatte sich herausgestellt, daß es abweichend vom bakteriellen Reinigungsproto-
koll sehr viel günstiger ist, als ersten Anreicherungsschritt für die Isolierung von IL-4 DM aus 
Blattextrakt die Kationenaustauschchromatographie anzusetzen (Daten nicht gezeigt). Im 
Anschluß wurde eine ausgewählte Elutionsfraktion des Kationenaustauschchromatographie-
laufes in einem zweiten Reinigungsschritt mittels immobilisierter Metallionenffinitätschroma-
tographie (IMAC) aufkonzentriert. Beide Reinigungsschritte wurden auf Chromatographie-
säulen durchgeführt, die an ein Äkta Purifier 100 System (Amersham Bioscience) ange-
schlossen waren. 
III.7.3.1 Kationenaustauschchromatographie 
IL-4 DM ist ein Protein mit einem sehr hohen isoelektrischen Punkt, der für die bakteriell 
exprimierte Version bei IEP 9,6 liegt (Dr. Heiner Apeler, Bayer HealthCare Wuppertal, pers. 
Mitteilung). Daher stellt die Kationenaustauschchromatographie eine sinnvolle Methode zur 
Anreicherung von IL-4 DM dar. Das verwendete Chromatographiemedium, die Säule und die 
Pufferzusammensetzungen der Kationenaustauschchromatographie sind Abschnitt II.3.8.1 
dieser Arbeit zu entnehmen. Die Elution des IL-4 DM vom Chromatographiemedium wurde 
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durch Erhöhung der Ionenstärke auf mindestens 60 mS/cm erreicht. Die wesentlichen 
Parameter des Chromatographielaufes sind zum einen die Absorptionswerte bei 260 nm und 
280 nm, die Indikatoren für das Vorhandensein von Nukleinsäuren und Proteinen darstellen, 
und zum anderen die Leitfähigkeit des Puffers, die die Stellgröße für die Elution von IL-4 DM 
ist. Diese Parameter sind in Abb. 36 wiedergegeben. Zur besseren Übersichtlichkeit enthält 
die Darstellung nur Werte nach Probenauftragung. Zunächst wurde der geklärte Blattextrakt 
1:1 mit Laufpuffer verdünnt und so auf die gewünschte Leitfähigkeit von 19 mS/cm einge-
stellt. Der pH-Wert der Probe entsprach der des Laufpuffers, so daß keine Korrektur notwen-
dig war. Die Probenauftragung wurde – wie alle Schritte der Chromatographie – mit einer 
Flußrate von 10 ml/min gesteuert. Es folgte ein intensiver Waschschritt mit 45 Säulenvolu-
men Laufpuffer, um die enorme Menge der kontaminierenden Komponenten des Pflanzen-
extraktes möglichst effektiv vom Chromatographiemedium zu entfernen. Die Elution des 
IL-4 DM wurde durch direkten Wechsel auf 100 % Elutionspuffer realisiert. Der Zeitpunkt 
des Pufferwechsels ist am Anstieg der Leitfähigkeit auf 93 mS/cm – dies entspricht 1 M 
NaCl – in Abb. 36 zu erkennen. Die Fraktionierung der Elution wurde manuell anhand der 
Absorptionswerte bei 280 nm gesteuert. Die Volumen der Elutionsfraktionen betrugen 25 ml 
für Fraktion 4, 80 ml für Fraktion 5 und 75 ml für Fraktion 6. 
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Abb. 36: Chromatogramm der Kationenaustauschchromatographie von IL-4 DM aus Blattextrakt. 
Darstellung wesentlicher Parameter der Kationenaustauschchromatographie (II.3.8.1) zur Anreicherung von 
IL-4 DM aus dem Gesamtproteinextrakt von Tabakblättern (II.3.1.1), die mit dem Konstrukt pTRAkc-di IL-4 
DM apo transient infiltiert waren (II.2.9.3). Die Elutionsfraktionen sind durch die mit den Zahlen 3 bis 6 
markierten Bereiche gekennzeichnet. 
Legende: A260nm: Absorption bei 260 nm; A280nm: Absorption bei 280 nm; LF: Leitfähigkeit. 
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Die Elutionsfraktionen wurden bei 4°C gelagert. Aliquote der Proben aus den Teilschritten 
der Kationenaustauschchromatographie wurden im Western-Blot (II.3.4) und im Coomas-
sie-gefärbten SDS-PAA-Gel (II.3.3.2) analysiert. Die Ergebnisse der Untersuchungen werden 
in Abb. 38 (siehe Kapitel III.7.3.2) dargestellt. Anhand der immunologischen Detektion von 
IL-4 DM ließ sich nachweisen, daß die Mengen an freigesetztem IL-4 DM im geklärten Blatt-
extrakt recht gering (vgl. Spur 1) war. Offensichtlich konnte die Effizienz der Protein-
extraktion, die für die analytischen Versuchsansätze beschrieben wurden, bei einer Erhöhung 
des Probenvolumens nicht mehr erreicht werden. Für den in Spur 2 aufgetragenen Durchfluß 
ist ein schwaches IL-4 DM Signal zu erkennen. Dies deutet darauf hin, das ein Teil des 
pflanzlich exprimierten IL-4 DM nicht an das Chromatographiemedium gebunden hat. Es ist 
möglich, daß durch Voräquilibrierung der Chromatographiesäule mit 170 mM NaCl das 
Bindevermögen von IL-4 DM bereits reduziert war. Dank der recht stringenten Binde-
konditionen konnte jedoch ein Großteil der Verunreinigungen mit dem Durchfluß aus der 
Probe entfernt werden, wie an den Banden im Coomassie-gefärbten PAA-Gel zu erkennen ist. 
Von den drei Elutionsfraktionen enthielten nur die letzten beiden IL-4 DM in angereicherter 
Form (Abb. 38, Spur 5 und 6). Demnach eluiert IL-4 DM in nach dem Proteinpeak bei 
650-800 ml (Abb. 36). Aufgrund der geringen Proteinkonzentration konnte der eindeutige 
Nachweis des Proteins zwar nur im Western-Blot und nicht im Coomassie-gefärbten 
SDS-PAA-Gel erfolgen, doch war eine signifikante Anreicherung des Proteins anhand der 
Signalstärken der Proteinbanden im Western-Blot offenkundig. Zur Bestimmung der Menge 
an IL-4 DM wurde eingefrorenes Probenmaterial der Elutionsfraktionen 5 und 6 in Ober-
flächenplasmonresonanzmessungen analysiert (II.3.6). Für die Elutionsfraktion 5 wurde eine 
IL-4 DM-Konzentration von 2,5 µg/ml bestimmt, der Wert für die Konzentration des Proteins 
in der Elutionsfraktion 6 lag bei 1,0 µg/ml. Somit konnten etwa 20% der ursprünglichen 
IL-4 DM Proteinmenge, die aus dem Blattmaterial extrahiert wurde, im ersten Reinigungs-
schritt isoliert und angereichert werden. 
Bei der Betrachtung der mit Coomassie Brilliant Blue angefärbten Proben der Elutions-
fraktionen 5 und 6 (vgl. Abb. 38; Coomassie-gefärbtes SDS-PAA-Gel B) fällt auf, daß die 
Elutionsfraktion 5 mit einer Vielzahl von unbekannten Proteinen kontaminiert war, wohin-
gegen sich für die Elutionsfraktion 6 nur einige wenige Kontaminationsbanden im Bereich 
von 14 kDa und 30-35 kDa nachweisen ließen. Der geringere Kontaminationsgrad von 
Probe 6 war ausschlaggebend dafür, daß diese als Ausgangsmaterial zur weiteren Reinigung 
von IL-4 DM mittels Metallionenaffinitätschromatographie diente, obwohl die Elutions-
fraktion 6 geringere Proteinmengen an IL-4 DM enthielt als die Elutionsfraktion 5. 
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III.7.3.2 Immobilisierte Metallionenaffinitätschromatographie (IMAC) 
Die IMAC stellt eine weitere Strategie zur Reinigung von IL-4 DM dar. Das Protein bindet 
spezifisch an komplexierte Zn2+-Ionen und kann durch Herabsetzen des pH-Wertes und der 
Ionenstärke effizient eluiert werden. Die Reinigungsstrategie der Zn-IMAC ist zudem selektiv 
für funktionales IL-4 DM, da nur die korrekt gefaltete und oxidierte Form des Proteins an 
Zn2+-Ionen zu binden vermag. Auf diese Weise können bei der Zn-IMAC von IL-4-haltigen 
Proben nicht nur Kontaminationen des Expressionssystems entfernt werden, sondern es findet 
gleichzeitig eine erste Qualitätskontrolle des hergestellten Proteins statt. 
Das Chromatographiemedium, die Säule und die verwendeten Puffer der Metallionenaffi-
nitätschromatographie sind in Abschnitt II.3.8.2 aufgeführt. Die relevanten Parameter des 
Chromatographielaufes einschließlich Probenauftragung sind der Abb. 37 zu entnehmen. Als 
Probenmaterial wurden 70 ml der Elutionsfraktion 6 – die etwa 70 µg IL-4 DM enthielt – aus 
der Kationenaustauschchromatographie von III.7.3.1 eingesetzt. Nachdem der pH-Wert der 
Probe mit NaOH auf 7,2 eingestellt worden war, wurde diese mit einer Flußrate von 
1,5 ml/min auf die Säule geladen (0 bis 70 ml im Graphen der Abb. 37). Es folgte ein Wasch-
schritt mit zehn Säulenvolumen Waschpuffer 1 (70-90 ml). Währenddessen wurde ein erster 
Anstieg der Absorptionswerte bei 260 nm und 280 nm beobachtet. Durch direkte Umstellung 
auf 100% Elutionspuffer wurden pH-Wert und Ionenstärke herabgesetzt (bei 93 ml im 
Graphen der Abb. 37); dies hatte die Elution des Großteils der gebundenen Komponenten zur 
Folge, wie am starken Anstieg der 260 nm/280 nm Absorptionswerte zu erkennen ist. Die 
Fraktionierung der Elution wurde manuell anhand der detektierten Absorptionswerte bei 
280 nm vorgenommen; das Volumen der Elutionsfraktion betrug 6,6 ml. 
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Abb. 37: Chromatogramm der Zn-IMAC von IL-4 DM aus Blattextrakt. 
Darstellung wesentlicher Parameter der Zn-IDA-Metalllinonenaffinitätschromatographie (II.3.8.2) zur Anrei-
cherung von IL-4 DM aus der Elutionsfraktion 6 der Kationenaustauschchromatographie in III.7.3.1. 
Legende: A260nm: Absorption bei 260 nm; A280nm: Absorption bei 280 nm; LF: Leitfähigkeit; EF: Elutions-
fraktion. 
Aliquote des Waschschrittes und der Elutionsfraktion wurden im Western-Blot und im 
Coomassie-gefärbten SDS-PAA-Gel analysiert (Abb. 38, Darstellung A und C). IL-4 DM 
wurde durch den Zn-IMAC Lauf deutlich aufkonzentriert, so daß das Protein im Coomas-
sie-gefärbten SDS-PAA-Gel in Form einer Proteinbande nachgewiesen werden konnte 
(Spur 8 in der Darstellung A und C). Eine genaue Bestimmung der Menge an IL-4 DM in der 
Elutionsfraktion wurde duch Messung der Oberflächenplasmonresonanz durchgeführt (II.3.6) 
und ergab eine IL-4 DM Konzentration von 7,3 µg/ml. Somit konnten etwa 60% des einge-
setzten IL-4 DM Proteins der Kationenaustauschchromatographie aus dem zweiten Reini-
gungsschritt zurückgewonnen werden, wobei gleichzeitig eine Konzentrierung von IL-4 DM 
um den Faktor 7 gelang. 
Obgleich nicht nur IL-4 DM, sondern auch andere Pflanzenproteine in der Zn-IMAC ange-
reichert wurden, die im Größenbereich von etwa 35 kDa bzw. 50 kDa lagen, war der erreichte 
Reinheitsgrad der IL-4 DM-haltigen Elutionsfraktion ausreichend für die nachfolgenden 
biochemischen Untersuchungen des Proteins (III.9). 
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Abb. 38: Western-Blot Analyse und SDS-PAGE zum Nachweis der Reinigung von IL-4 DM aus infil-
trierten Tabakblättern. 
(A): Immunologischer Nachweis von IL-4 DM Proben aus Kationenaustauschchromatographie (II.3.8.1) und 
Zn-IMAC (II.3.8.2) nach Western-Blot Transfer; (B): Coomassie-gefärbtes SDS-PAA Gel der SDS-PAGE von 
Proben der Kationenaustauschchromatographie (II.3.8.1) aus III.7.3.1; (C): Coomassie-gefärbtes SDS-PAA-Gel 
der SDS-PAGE von Proben der anschließenden Zn-IMAC (II.3.8.2) von Elutionsfraktion 6. 
Jeweils 16 µl des Probenmaterials wurden in 15% SDS-PAA Gelelektrophoresen pherographiert (II.3.3.1) und 
mit Coomassie Brilliant Blue angefärbt (II.3.3.2) bzw. im Western-Blot auf Nitrocellulosemembran transferiert 
und immunologisch nachgewiesen (II.3.4). Als Detektionsantikörper wurden R-α-hIL-4 und GARAPH+L 
verwendet, die Visualisierung der Proteinbanden erfolgte mit NBT/BCIP in einer AP-Reaktion (II.3.4.1). 
Spurbelegung: 1: aufgetragene Probe der Kationenaustauschchromatographie (mit 20 mM Na-acetat, pH 5,5 1:1 
verdünnter Blattextrakt); 2: Durchfluß der Kationenaustauschchromatographie; 3: Waschschritt der Kationen-
austauschchromatographie; 4: Elutionsfraktion 4 der Kationenaustauschchromatographie; 5: Elutionsfraktion 5 
der Kationenaustauschchromatographie; 6: Elutionsfraktion 6 der Kationenaustauschchromatographie und 
gleichzeitig Probenmaterial für die Zn-IMAC; 7: Waschschritt der Zn-IMAC; 8: Elutionsfraktion der Zn-IMAC; 
M: „Prestained Protein Marker Broad Range“ (PPM; NEB); M12: „Protein Marker Mark12 Unstained Standard“ 
(Mark12; Invitrogen); St: 50 ng Bayer-Standard (bakteriell exprimiertes IL-4 DM). 
III.7.4 Produktion von IL-4 DM in BY-2 Schüttelkolbenkulturen  
Basierend auf den Untersuchungsergebnissen stabil transformierter BY-2 Zellinien waren die 
Suspensionszellen aufgrund der sekretierten Proteinlokalisation und der erreichten IL-4 DM 
Proteinmengen als ein attraktives pflanzliches System zur Produktion von IL-4 DM bewertet 
worden (III.2.3). Anhand der Western-Blot Analysen von Zellextrakten und Kulturüber-
ständen war bekannt, daß der überwiegende Anteil des rekombinanten Proteins ins Kultur-
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medium sekretiert wird und auch stabil in diesem vorliegt (vgl. Abb. 22). Die Expression von 
IL-4 DM in BY-2 Schüttelkolbenkulturen wurde in weiteren Untersuchungen genauer analy-
siert, um einerseits die Stabilität des Proteins im Kulturmedium zu überprüfen und um 
darüber hinaus die maximal erreichbaren Akkumulationsmengen zu bestimmen. Dies erfolgte 
durch Zeitreihenversuche, in denen die Produktion von IL-4 DM an verschiedenen Tagen des 
standardmäßigen Kultivierungszeitraumes von einer Woche überprüft wurde. Die Ergebnisse 
der Untersuchungen, die mit der BY-2 Zellinie #22 (mo IL-4 DM apo, vgl. III.2.3, Abb. 22) 
durchgeführt wurden, sind im Western-Blot A der Abb. 39 dargestellt. Es konnte eine deut-
liche Abhängigkeit der Menge an sekretiertem IL-4 DM von der Kultivierungsdauer der 
Suspensionskulturen nachgewiesen werden, die auch bei der BY-2 Zellinie P1#18 in gleicher 
Ausprägung vorgefunden wurde (Daten nicht gezeigt). Unter Standardkultivierungsbedingun-
gen, d.h. bei 26°C, akkumuliert das Protein von der ersten Probennahme bei 3 dpi deutlich bis 
zum fünften Kultivierungstag. Gegen Ende des Kultivierungszeitraumes bei 7 dpi war jedoch 
kein IL-4 DM mehr nachweisbar. Die Ursachen für das Verschwinden des Proteins bei fortge-
schrittenem Alter der Suspensionskulturen ließen sich im Rahmen der vorliegenden Arbeit 
nicht eindeutig klären. Die Möglichkeit der Degradation des Proteins durch Proteasen, welche 
je nach physiologischem Zustand der Pflanzenzellen von diesen ausgeschieden werden, wurde 
als gering erachtet, da zu keinem Zeitpunkt IL-4 DM Degradationsprodukte nachgewiesen 
werden konnten. Die Tatsache, daß bei Herabsetzung der Kultivierungstemperatur auf 20°C 
IL-4 DM erst nach 5 dpi detektiert werden konnte und bei 7 dpi in angereicherter Form 
vorlag, spricht für eine zeitverzögerte Produktion des Proteins. Die Menge an sekretiertem 
IL-4 DM korrelierte mit dem Wachstum der Pflanzenzellen, da auch die Zunahme der Zell-
masse bei niedrigen Temperaturen verlangsamt ist (Daten nicht gezeigt). 
Zur Bestimmung des optimalen Erntezeitpunktes wurde das Intervall der Probennahme auf 
acht Stunden verkleinert. Die Proben des Western-Blot B in Abb. 39 wurden innerhalb des 
kritischen Zeitfensters gezogen – zum Erntezeitpunkt 168 h war kein IL-4 DM mehr 
detektierbar –, und die stärksten IL-4 DM Proteinsignale wurden für den Zeitraum um 136 h 
gefunden. Der günstigste Erntezeitpunkt für IL-4 DM produzierende BY-2 Schüttelkolben-
kulturen, die unter Standardbedingungen (II.2.9.7) kultiviert wurden, wurde bei 5-5,5 dpi 
(~ 120-130 h) angesetzt, da akkumuliertes IL-4 DM Protein während dieses Zeitfensters stets 
im Kulturüberstand vorlag. 
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Abb. 39: Western-Blot Analyse von Zeitreihenversuchen zur Akkumulation von IL-4 DM im Überstand 
von BY-2 Suspensionskulturen. 
(A): Zeitreihe zur Messung der IL-4 DM Akkumulation im Kulturüberstand von 100 ml BY-2 Schüttelkolben-
kulturen bei unterschiedlichen Kultivierungstemperaturen (20°C, 26°C und 30°C); (B): Zeitreihe zur Bestim-
mung des optimalen Erntezeitpunktes von 100 ml BY-2 Schüttelkolbenkulturen bei Kultivierung unter Standard-
bedingungen (26°C). 
Jeweils 16 µl des zentrifugierten Kulturüberstandes (II.3.1.2.1) wurden in 15% SDS-PAA Gelelektrophoresen 
pherographiert (II.3.3.1) und im Western-Blot auf Nitrocellulosemembran transferiert (II.3.4). Als Detektions-
antikörper wurden R-α-hIL-4 und GARAPH+L verwendet, die Visualisierung der Proteinbanden erfolgte mit 
NBT/BCIP in AP-Reaktionen (II.3.4.1). Die Zahlen über den Spuren der Western-Blots entsprechen den 
Erntezeitpunkten; dpi: „days post inoculation“; M: „Prestained Protein Marker broad Range“ (PPM; NEB); St: 
50 ng Bayer-Standard (bakteriell exprimiertes IL-4 DM). 
Es sei darauf hingewiesen, daß eine Vielzahl weiterer Experimente zur Steigerung der 
Produktion und Anreicherung von IL-4 DM im Kulturüberstand von BY-2 Suspensionszellen 
mittels Modifizierung der Kultivierungsbedingungen und der verwendeten Pflanzenmedien 
sowie durch Zusatz diverser Komponenten durchgeführt wurden. Auf die Ergebnisse dieser 
Untersuchungen, die wesentlicher Bestandteil einer Diplomarbeit waren (Schmale, 2002), soll 
im Diskussionsteil eingegangen werden. 
III.7.5 Reinigung von IL-4 DM aus BY-2 Schüttelkolbenkulturen 
Im Unterschied zur Reinigung von IL-4 DM aus Blattextrakt konnte bei der Reinigung des 
Proteins aus Zellkulturen die Zn-IMAC als erster Reinigungsschritt genutzt werden. Die 
Eignung dieses Reinigungsschrittes war in Vorversuchen bestätigt worden (Daten nicht 
gezeigt) und hatte den Voreil, einer selektiven Anreicherung des funktionalen IL-4 DM 
Proteins bereits im ersten Reinigungsschritt. Die ersten Versuche zur Reinigung von IL-4 DM 
wurden mit BY-2 Suspensionskulturen durchgeführt, die im 100 ml Maßstab unter Standard-
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bedingungen angezogen (II.2.9.7) und nach 4 bis 5 Tagen geerntet worden waren. Die Auf-
arbeitung des Materials erfolgte in direktem Anschluß an die Ernte und wurde im Kühlraum 
bei 8°C durchgeführt (II.3.8.2). 
Das Kulturmedium wurde durch Vakuumfiltration über Miracloth von den Pflanzenzellen 
sep
aphie-
säu
ariert und auf einen pH-Wert von 7,2 und einer Salzkonzentration von 1 M NaCl einge-
stellt. Anschließend wurde die Probe durch Filter der Porengröße 1,2 µm gefiltert und auf die 
vorbereitete Zn-IDA Chromatographiesäule geladen. Nach Probenauftragung wurde das 
Chromatographiemedium mit zwei Waschpuffern gewaschen, bevor IL-4 DM im sauren 
pH-Bereich eluiert wurde. Die Anreicherung von IL-4 DM aus BY-2 Zellmaterial wurde – 
nach Aufschluß der Zellen mittels Ultraschall (II.3.1.2.1) – in gleicher Weise realisiert. 
Da die Reinigungsversuche gravimetrisch auf selbstgepackten BioRad Chromatogr
len ohne Verwendung des Äkta Purifier 100 Systems durchgeführt wurden, erfolgte keine 
Datenaufzeichnung, und es liegen keine Angaben zu den Absorptions- und Leitfähigkeits-
werten der entsprechenden Chromatographieläufe vor. Der Verlauf der Chromatographieläufe 
konnte dennoch grob nachvollzogen werden, indem von jedem Arbeitsschritt eine Probe 
genommen wurde, die in Western-Blots und Coomassie-gefärbten SDS-PAA-Gelen analysiert 
wurden. Abb. 40 zeigt die Ergebnisse von zwei Zn-IMAC Läufen zur Anreicherung von 
IL-4 DM aus BY-2 Zellmaterial mit einem Frischgewicht von 45 g (A) bzw. aus 150 ml 
Kulturüberstand (B). 
 
124  Ergebnisse 
M12StkDa
21.5
6.0
14.4
55.4
66.3
36.5
31.0
97.4 C
1110987
M
+
St 12kDa
25.0
6.5
16.5
32.5
St
B
65421 3
M
+
StkDa
25.0
6.5
16.5
32.5
St
A
kDa
25.0
6.0
14.4
55.4
66.3
36.5
31.0
97.4
M12
D
Abb. 40: Western-Blot Analyse und SDS-PAGE zum Nachweis der Reinigung von IL-4 DM aus BY-2 
Schüttelkolbenkulturen. 
(A): Immunologischer Nachweis von IL-4 DM aus der Zn-IMAC Reinigung (II.3.8.2) des Proteins aus aufge-
schlossenen BY-2 Zellen (II.3.1.2.1); (B): Immunologischer Nachweis von IL-4 DM aus der Zn-IMAC 
Reinigung (II.3.8.2) des Proteins aus Kulturüberstand von BY-2 Schüttelkolbenkulturen (II.3.1.2.1); (C und D): 
Coomassie-gefärbte SDS-PAA-Gele der jeweiligen Elutionsfraktion.  
Je 16 µl des Probenmaterials wurden in 15% SDS-PAA Gelelektrophoresen pherographiert (II.3.3.1) und mit 
Coomassie Brilliant Blue angefärbt (II.3.3.2) bzw. im Western-Blot auf Nitrocellulosemembran transferiert und 
immunologisch nachgewiesen (II.3.4). Als Detektionsantikörper wurden R-α-hIL-4 und GARAPH+L verwendet, 
die Visualisierung der Proteinbanden erfolgte mit NBT/BCIP in einer AP-Reaktion (II.3.4.1). 
Spurbelegung: 1: aufgetragene Probe der Zn-IMAC des BY-2 Zellextraktes; 2: Durchfluß; 3: erster Waschschritt 
mit Waschpuffer 1; 4: zweiter Waschschritt mit Waschpuffer 2; 5: Elutionsfraktion; 6: EDTA-Waschschritt; 
7: aufgetragene Probe der Zn-IMAC des BY-2 Kulturüberstandes; 8: Durchfluß; 9: erster Waschschritt mit 
Waschpuffer 1; 10: zweiter Waschschritt mit Waschpuffer 2; 11: Elutionsfraktion; 12: EDTA-Waschschritt; 
M: „Prestained Protein Marker Broad Range“ (PPM; NEB); M12: „Protein Marker Mark12 Unstained Standard“ 
(Mark12; Invitrogen); St: 50 ng Bayer-Standard (bakteriell exprimiertes IL-4 DM). 
Aus den Signalintensitäten in den Western-Blots A und B ist ersichtlich, daß nur ein Teil des 
IL-4 DM an die Zn-IDA Matrix gebunden hatte und leicht angereichert in den Elutionsfraktio-
nen vorlag (Spur 6 und 11). Ein Großteil des Proteins wurde nicht gereinigt, da es entweder 
gar nicht an die Säule gebunden hatte (Spur 2 und 8) bzw. bei den Waschschritten von der 
Matrix gewaschen wurde (Spur 3, 4 und 9, 10). Bedingt durch diese hohen Verluste war die 
Anreicherung von IL-4 DM in den Elutionsfraktionen nur sehr schwach. Dies traf sowohl für 
die Reinigung von IL-4 DM aus dem Kulturüberstand wie auch aus aufgeschlossenen 
Zellextrakt gleichermaßen zu; es waren keine nennenswerten Unterschiede in bezug auf die 
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Effizienz der Anreicherung erkennbar. Bei der Betrachtung der jeweiligen Elutionsfraktionen 
in den Coomassie-gefärbten SDS-PAA-Gelen C und D der Abb. 40 wird jedoch ein 
bedeutsamer Unterschied zwischen den Proben deutlich: Während die Elutionsfraktion aus 
der Reinigung des Zellaufschlusses mit einer Vielzahl von Fremdproteinen kontaminiert ist, 
wurden für die Elutionsfraktion der IL-4 DM Reinigung aus dem BY-2 Kulturüberstand nur 
wenige Fremdproteine nachgewiesen. Aufgrund dieser deutlich geringeren Kontamination mit 
Pflanzenproteinen wurden im folgenden ausschließlich IL-4 DM Reinigungsversuche mit 
BY-2 Kulturüberständen durchgeführt. Die Elutionsfraktionen der Metallionenaffinitätschro-
matographien wurden in Aliquoten bei -20°C gelagert und für die Überprüfung der 
Funktionalität von IL-4 DM in durchflußzytometrischen Messungen (III.8) verwendet.  
In weiteren Reinigungsversuchen mittels Zn-IMAC konnte die Menge an angereichertem 
IL-4 DM deutlich gesteigert werden, indem das Probenmaterial auf zwei hintereinander 
geschaltete Säulen geladen wurde (Daten nicht gezeigt). Dabei wurde der Durchfluß der 
ersten Säule auf eine zweite Säule aufgetragen. Die Wasch- und Elutionsschritte und -kondi-
tionen der Zn-IMAC wurden nicht verändert. Da der Großteil des gereinigten IL-4 DM in der 
Elutionsfraktion der nachgeschalteten Säule enthalten war, ist zu vermuten, daß der BY-2 
Kulturüberstand zu Beginn Bestandteile enthielt, die die Bindung von IL-4 DM an die Matrix 
störten und bei der Passage über die erste Chromatographiesäule aus dem Probenmaterial 
entfernt werden konnten. Darüber hinaus wurden die Zn-IMAC Läufe fortan bei Raum-
temperatur durchgeführt, da die Viskosität des Probenmaterials aufgrund der erhöhten Umge-
bungstemperatur anstieg und dies das Beladen der Chromatographiesäulen erheblich erleich-
terte. 
III.7.6 Produktion von IL-4 DM in Bioreaktoren 
Wie für die Gewinnung von IL-4 DM aus Blattmaterial sollten die Möglichkeiten einer 
Vergrößerung des Produktionsmaßstabes auch für das BY-2 System untersucht werden, um 
genügend Protein für die biochemischen Untersuchungen (III.9) bereitstellen zu können. Die 
Anzucht der BY-2 Suspensionszellen in Bioreaktoren stellte dabei eine besonders interessante 
Kultivierungsform dar, da die wesentlichen Vorteile eines geschlossenen Produktionssystems 
für die Gewinnung von IL-4 DM beleuchtet und dem offenen Produktionssystem intakte 
Pflanze gegenüber gestellt werden konnten. Die Nutzung der Fermentationstechnologie 
erlaubte zudem die Erhöhung des Produktionsmaßstabes innerhalb weniger Wochen.  
Die Strategien zur Fermentation von rekombinanten BY-2 Zellen waren anhand verschie-
dener IL-4 DM exprimierender BY-2 Zellinien von Kathrin Schmale im Rahmen ihrer 
Diplomarbeit (2002) entwickelt worden. Die Ergebnisse der Untersuchungen belegen, daß 
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IL-4 DM wachstumsgekoppelt produziert wird. Die Produktionsmaßstäbe, in denen die BY-2 
Suspensionskulturen zur Reinigung von IL-4 DM fermentiert wurden, lagen bei 2 l, 4,5 l, 7 l 
bzw. 25 l Kulturvolumen. 
Neben der erheblichen Erhöhung des Kulturvolumens im Vergleich zum Schüttelkolben-
maßstab hatte die Kultivierung in Bioreaktoren einen weiteren entscheidenden Vorteil, denn 
basierend auf den während des Fermentationsprozesses in Echtzeit aufgenommenen Daten 
konnten Rückschlüsse auf das Wachstum und die Stoffwechselaktivität der Zellen gezogen 
werden. Da die Akkumulation des IL-4 DM Proteins im Kulturüberstand vom Alter der Zell-
kultur abhängig war, konnte der optimale Erntezeitpunkt indirekt über die aufgenommenen 
Wachstumsparameter eingegrenzt werden. Ähnliche Kontrollmechanismen wären für die 
Kultivierung im Schüttelkolben nicht realisierbar gewesen. 
Die geerntete Fermentationsbrühe wurde zunächst vakuumfiltriert, um Kulturüberstand 
und Zellmaterial voneinander zu separieren. Dem Kulturüberstand wurde eine 1 ml Probe 
entnommen, die im Western-Blot auf die Expression von IL-4 DM untersucht wurde. Die 
restliche Fermentationsernte wurde in 500 ml bis 1 l-Portionen aliquotiert und bei -20°C 
gelagert. Die abgetrennten Pflanzenzellen wurde nicht näher untersucht, sondern direkt 
verworfen. 
III.7.7 Reinigung von IL-4 DM aus dem Fermentationsüberstand von BY-2 Suspen-
sionszellen 
Zur Reinigung von IL-4 DM aus den Kulturüberständen von BY-2 Pflanzenzellfermen-
tationen der Zellinie P1#18 wurden Portionen der bei -20°C gelagerten Ernten über Nacht bei 
4°C und anschließend für zwei bis drei Stunden bei Raumtemperatur aufgetaut. Die Proben 
wurden bei 30.000 x g und 4°C für 40 min zentrifugiert, um den Extrakt zu klären und somit 
ein problemloses Beladen der Chromatographiesäule zu gewährleisten. Nachdem der 
pH-Wert und die Salzkonzentration auf die gewünschten Werte eingestellt worden waren 
(II.3.8.2), sollte IL-4 DM mittels Zn-IMAC in gleicher Weise wie für den Schüttelkolben-
maßstab bereits beschrieben angereichert werden. Die Reinigung des Proteins aus den 
Fermentationsüberständen war jedoch zunächst erfolglos. In Western-Blot Analysen wurde 
nachgewiesen, daß bereits das Probenmaterial, das auf die Chromatographiesäule aufgetragen 
worden war, kein IL-4 DM mehr enthielt. Eine Schädigung der Proteinstruktur und damit 
einhergehend eine Präzipitation des Proteins aufgrund des Einfriervorganges war unwahr-
scheinlich, da sowohl das bakteriell exprimierte IL-4 DM Standardprotein als auch Proben aus 
pflanzlichen Expressionsstudien im analytischen Maßstab bedenkenlos mehrfach eingefroren 
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und aufgetaut werden konnten, ohne daß eine Verminderung der IL-4 DM Proteinmenge 
beobachtet wurde. 
Zur Aufklärung des Verbleibs von IL-4 DM aus den Fermentationsernten wurden Aliquote 
des Probenmaterials der einzelnen Arbeitschritte der IL-4 Reinigung im Western-Blot 
detailliert analysiert (Daten nicht gezeigt). Diese Untersuchungen ergaben, daß das Protein 
zwar im aufgetauten Kulturüberstand nachweisbar war, aber nach Zentrifugation der Probe 
fast vollständig verloren ging (vgl. Abb. 41). Im folgenden wurde ein Teil des kleinen Pellets, 
das sich während der Zentrifugation gebildet hatte, in PBS pH 7,4 resuspendiert und im 
Western-Blot untersucht. Diese Probe lieferte IL-4 DM Proteinbanden mit starker Signal-
intensität. Somit ergab sich die Schlußfolgerung, daß IL-4 DM in großen Mengen in diesem 
Zentrifugationspellet der aufgetauten Fermentationsernten angereichert vorlag. 
Es liegt die Vermutung nahe, daß das exprimierte IL-4 DM an pflanzliche Substanzen 
bindet und während des Zentrifugationsschrittes mit diesen polymeren Verbindungen 
ko-präzipitiert. Darüber hinaus scheinen niedrige Temperaturen den Prozeß zu begünstigen, 
zumal dieses Problem erst bei den tiefgefrorenen Fermentationsernten manifestiert auftrat und 
bemerkt werden konnte. 
Es wurde ein Vielzahl von Versuchen durchgeführt, um die Freisetzung des aggregierten 
IL-4 DM aus dem Zentrifugationspellet zu erreichen. So wurde das Zentrifugationspellet mit 
Ultraschall behandelt und mit diversen Enzymen (Cellulasen, Pektinasen, Maceroenzym) 
verdaut (Daten nicht gezeigt). Jedoch konnte in keinem dieser Ansätze IL-4 DM aus dem 
Zentrifugationspellet isoliert werden. Darüber hinaus wurde das Zentrifugationspellet in 
verschiedenen Puffern und bei unterschiedlichen Temperaturen unter kräftigem Schütteln 
inkubiert (Daten nicht gezeigt). Aus diesen Versuchsreihen konnte schließlich ein Protokoll 
zur Isolierung von IL-4 DM aus dem Zentrifugationspellet erstellt werden, das in seinen Teil-
schritten unter II.3.1.2.2 beschrieben ist. Die wesentlichen Faktoren, die das Freisetzen des 
Proteins erlaubten, waren zum einen ein hoher Salzgehalt (Endkonzentration: 0,66 M) und der 
Zusatz von EDTA (Endkonzentration: 5 mM) sowie die Inkubation des Ansatzes bei hohen 
Temperaturen (37°C). Durch zweimalige Extraktion des Zentrifugationspellet gelang es, 
einen beträchtlichen Anteil von IL-4 DM aus dem Pellet zu isolieren, wie Abb. 41 
eindrucksvoll belegt. 
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Abb. 41: Western-Blot Analyse zum Nachweis der Reisolierung von IL-4 DM aus dem Zentrifugations-
pellet von BY-4 Kulturüberständen. 
Das Zentrifugationspellet der aufgetauten BY-2 Kulturüberstande wurde in zwei Volumen IL-4 Extraktions-
puffer resuspendiert und IL-4 DM wurde wie unter II.3.1.2.2 beschrieben reisoliert. Jeweils 16 µl des Proben-
materials wurden in einer 15% SDS-PAA Gelelektrophorese pherographiert (II.3.3.1) und im Western-Blot auf 
Nitrocellulosemembran transferiert (II.3.4). Als Detektionsantikörper wurden R-α-hIL-4 und GARAPH+L 
verwendet, die Visualisierung der Proteinbanden erfolgte mit NBT/BCIP in einer AP-Reaktion (II.3.4.1). 
Spurbelegung: 1: aufgetauter Kulturüberstand einer BY-2 Fermentation; 2: Überstand der zentrifugierten Fer-
mentationsernte; 3: resuspendiertes Pellet aus der Zentrifugation der Fermentationsernte; 4: Zentrifugationspellet 
des ersten Reextraktionsschrittes; 5: Überstand aus der Zentrifugation des ersten Reextraktionsschrittes; 
6: Zentrifugationspellet des zweiten Reextraktionsschrittes; 7: Überstand aus der Zentrifugation des zweiten 
Reextraktionsschrittes; M: „Prestained Protein Marker Broad Range“ (PPM; NEB); St: 50 ng Bayer-Standard 
(bakteriell exprimiertes IL-4 DM). 
Zur Überprüfung der Qualität des extrahierten Proteins sollten die Zentrifugationsüberstände 
der Reisolierungsschritte in einer analytischen Zn-IMAC (II.3.8.2) auf Bindung von IL-4 DM 
untersucht werden. Aufgrund des Zusatzes von EDTA mußten die Proben zunächst über 
Nacht dialysiert werden (II.3.8.2), bevor die Metallionenaffinitätschromatographie durch-
geführt werden konnte. Da die Vorversuche positiv verliefen und reisoliertes IL-4 DM eine 
ausgezeichnete Bindung an die Zn-IDA-Matrix zeigte, wurden die restlichen bei -20°C 
gelagerten Fermentationsüberständen in ähnlicher Weise aufgearbeitet. Dabei wurde der 
IL-4 DM-Anreicherungsschritt durch Zentrifugation der Fermentationsernten und die 
anschließende Reisolierung des Proteins aus dem Pellet dem bekannten Reinigungsprotokoll 
(III.7.5 und II.3.8.2) einfach vorgeschaltet. Auf diese Weise gelang es, mit geringer Material-
ausstattung und einfachem Versuchsaufbau IL-4 DM aus ein bis zwei Litern Fermentations-
überstände innerhalb kurzer Zeit anzureichern, wobei sich das aufzutragende Probenvolumen 
etwa um den Faktor 20 verringerte. Die Chromatographieläufe wurden auf selbstgepackten 
BioRad Säulen durchgeführt. Die Überprüfung der einzelnen Reinigungsschritte erfolgte 
anhand von Oberflächenplasmonresonanzmessungen (II.3.6 und III.5), Western-Blot Analy-
sen und Coomassie-gefärbten SDS-PAA-Gelen. In Abb. 42 werden die Ergebnisse der 
Western-Blot Analysen von den Proben der Teilschritte eines typischen Zn-IMAC Laufes zur 
Anreicherung von IL-4 DM aus dem Zentrifugationspellet von BY-2 Fermentationsüber-
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ständen dargestellt. Die Überstände der beiden Reisolierungsschritte waren auf unabhängige 
Chromatographiesäulen aufgetragen worden (Darstellungen A und B der Abb. 42). 
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Abb. 42: Western-Blot Analyse und SDS-PAGE zum Nachweis der Reinigung von IL-4 DM aus BY-2 
Fermentationsüberständen. 
(A): Immunologischer Nachweis von IL-4 DM aus der Zn-IMAC Reinigung (II.3.8.2) des Proteins aus dem 
Überstand der ersten Reextraktionsrunde des Zentrifugationspellets (II.3.1.2.2); (B): Immunologischer Nachweis 
von IL-4 DM aus der Zn-IMAC Reinigung (II.3.8.2) des Proteins aus dem Überstand der zweiten Reextraktions-
runde des Zentrifugationspellets (II.3.1.2.2); (C): Coomassie-gefärbtes SDS-PAA-Gel ausgewählter Proben 
beider Zn-IMAC Läufe. 
Je 16 µl des Probenmaterials wurden in 15% SDS-PAA Gelelektrophoresen pherographiert (II.3.3.1) und mit 
Coomassie Brilliant Blue angefärbt (II.3.3.2) bzw. im Western-Blot auf Nitrocellulosemembran transferiert und 
immunologisch nachgewiesen (II.3.4). Als Detektionsantikörper wurden R-α-hIL-4 und GARAPH+L verwendet, 
die Visualisierung der Proteinbanden erfolgte mit NBT/BCIP in einer AP-Reaktion (II.3.4.1). 
Spurbelegung: 1: aufgetragene Probe des ersten Reextraktionsüberstandes; 2: Durchfluß; 3: erster Waschschritt 
mit Waschpuffer 1; 4: zweiter Waschschritt mit Waschpuffer 2; 5: Elutionsfraktion 1; 6: Elutionsfraktion 2; 
7: Elutionsfraktion 3; 8: EDTA-Waschschritt; 9: aufgetragene Probe des zweiten Reextraktionsüberstandes; 
10: Durchfluß; 11: erster Waschschritt mit Waschpuffer 1; 12: zweiter Waschschritt mit Waschpuffer 2; 
13: Elutionsfraktion 1; 14: Elutionsfraktion 2; 15: Elutionsfraktion 3; 16: EDTA-Waschschritt; M: „Prestained 
Protein Marker Broad Range“ (PPM; NEB); St: 50 ng Bayer-Standard (bakteriell exprimiertes IL-4 DM). 
Das extrahierte IL-4 DM band fast vollständig an die Zn-IDA Komplexe und lag folglich in 
seiner aktiven oxidierten Form vor. Die Verluste an Protein im Durchfluß und bei den Wasch-
schritten waren gering und nur für die Probe der ersten Reisolierungsschrittes immunologisch 
nachweisbar (vgl. Abb. 42, Western-Blot A, Spur 2). Der Großteil des angereicherten 
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IL-4 DM wurde für beide Chromatographieläufe in den Elutionsfraktionen 2 und 3 eluiert. In 
Oberflächenplasmonresonanzmessungen der Elutionsfraktionen wurden je nach Elutions-
fraktion IL-4 DM Konzentrationen von 8 bis 55 µg/ml bestimmt. Der Anteil an IL-4 DM, der 
in der Metallionenaffinitätschromatographie aus dem Probenmaterial der Reextraktions-
schritte zurückgewonnen werden konnte, betrug in der Regel etwa 80%. Gleichzeitig konnte 
das IL-4 DM Protein mit diesem Reinigungsschritt um den Faktor 5 bis 10 konzentriert 
werden. Da jedoch etwa 70% der ursprünglichen Proteinmenge des Fermentationsüberstandes 
im Rahmen der Lagerung und Probenvorbereitung (d.h. in den Zentrifugations- und Reextrak-
tionsschritten) der Fermentationsernte verloren gingen, betrug die Ausbeute an gereinigtem 
IL-4 DM in bezug auf die nachgewiesene Proteinmenge der Fermentationsprobe nur 25%. 
Im Coomassie-gefärbten SDS-PAA-Gel (Darstellung C der Abb. 42) sind deutliche 
Proteinbanden auf der erwarteten IL-4 DM Höhe, das bei etwa 16,5 kDa laufen sollte, für 
beide getesteten Elutionsfraktionen sichtbar. Obwohl ein Großteil der kontaminierenden 
Komponenten in den Chromatographieläufen aus der Probe entfernt werden konnten (vgl. 
Darstellung C, Spur 2), enthalten die Elutionsfraktionen noch eine Vielzahl von Fremd-
proteinen, die im Coomassie-gefärbten SDS-PAA-Gel nachgewiesen wurden. 
Der Vollständigkeit halber sei erwähnt, daß eine Reihe von Versuchen zur weitergehenden 
Reinigung der Zn-IMAC Elutionsfraktionen durchgeführt wurden. So wurde getestet, ob sich 
die Fremdkontaminationen aus den Elutionsfraktionen der Metallionenaffinitätschromato-
graphie in einem zweiten Reinigungsschritt mittels Kationenaustauschchromatographie 
(II.3.8.1) entfernen ließen (Daten nicht gezeigt). Eine Reduktion der Menge und Anzahl an 
Pflanzenproteinen war jedoch nicht möglich. Da IL-4 DM in der Kationenaustauschchromato-
graphie zudem über einen breiten Gradientenbereich eluierte und sich dadurch die IL-4 DM 
Konzentration in der Probe verringerte, wurde von der Kationenaustauschchromatographie als 
zweitem Reinigungsschritt abgesehen. Eine gelchromatographische Abtrennung der 
höhermolekularen Kontaminationen war ebenfalls nicht erfolgreich, da diese Reinigungs-
strategie zum Verlust des IL-4 DM Proteins führte (Daten nicht gezeigt). Obwohl alle Teil-
schritte der Gelchromatographie und auch die zusätzlichen Waschschritte, die mit 2 M NaCl 
oder 0,5 M NaOH zur Entfernung aller Matrix-gebundenen Komponenten erfolgten, im 
Western-Blot und in Oberflächenplasmonresonanzmessungen analysiert wurden, konnte der 
Verbleib des Proteins nicht aufgeklärt werden. Auf weitere Untersuchungen zur Optimierung 
der Reinigung von IL-4 DM aus BY-2 Fermentationsernten mußte aus Zeitgründen verzichtet 
werden. Der Reinheitsgrad der IL-4 DM Proteinpräparationen aus dem BY-2 System war aber 
für die beabsichtigten biochemischen Charakterisierungen (III.9) ausreichend. 
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III.8 Überprüfung der Funktionalität von IL-4 DM in durchflußzytometrischen 
Messungen 
Zur Bestätigung der Funktionalität des pflanzlich produzierten IL-4DM sollte die in vitro 
Bindung des Proteins an den auf humanen Zellen exprimierten IL-4 Rezeptor untersucht 
werden. Der Nachweis der Bindung an das natürliche Zielprotein wurde über fluoreszenzmar-
kierte Nachweisantikörper (II.1.3) und anschließende durchflußzytometrische Messung der 
Fluoreszenzsignale (II.3.7) erreicht. Die Durchflußzytometrie ist eine vielseitig einsetzbare 
Analysemethode. Sie erlaubt sowohl die Echtzeit-Messung von Ligand-Rezeptor-Inter-
aktionen, als auch die resultierenden physiologischen Reaktionen der eingesetzten Zellen 
(Sklar et al., 2002). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Durchflußzytometrie 
jedoch ausschließlich für analytische Untersuchungen zur Bestätigung der funktionalen 
Bindung von IL-4DM genutzt.  
CD124 ist ein Oberflächenrezeptormolekül, das – wenn auch in unterschiedlicher Rezep-
tordichte vorkommend – auf allen bekannten humanen Zellinien exprimiert wird. In durch-
flußzytometrischen Messungen ist es von Vorteil, eine rezeptorfreie Zellinie als Kontrolle zur 
Überprüfung möglicher unspezifischer Bindesignale der analysierten Probe in die Versuchs-
reihe einzubauen. Da keine CD124-freie humane Zellinie bekannt war, wurde stattdessen die 
Bindung der Kontrollansätze, bestehend aus Extrakten untransformierter Tabakblätter des 
Kultivars SR1 bzw. untransformierter BY-2 Suspensionszellen, an die Zielzellen getestet. Die 
Proben der Kontrollansätze waren in gleicher Weise hergestellt und gereinigt worden wie die 
IL-4 DM-haltigen Pendants, so daß eine verläßliche Unterscheidung zwischen unspezifischen 
und positiven Bindesignalen vorgenommen werden konnte. 
Die Bindungsstudien wurden mit Proben aus Zn-IMAC Läufen von BY-2 Zellextrakten 
und von Überständen der Schüttelkolbenkulturen (III.7.5), mit frischem BY-2 Kultur-
überstand und mit Blattextrakten transgener Tabakpflanzen, die nach II.3.1.1 durch Mörsern 
des bei -20°C gelagerten Pflanzenmaterials präpariert worden waren, durchgeführt. Die zwei 
CD124-positiven humanen Zellinien Ramos und L-540 (II.1.8) dienten als Zielzellen zur 
Überprüfung der Bindungsaktivität des pflanzlich exprimierten IL-4 DM. Die Einzelschritte 
der immunologischen Markierungsreaktionen und die durchflußzytometrische Messung der 
Fluoreszenzsignale sind Kapitel II.3.7 zu entnehmen. Für den Abgleich unspezifischer 
Bindung der Nachweisantikörper an die humanen Zellinien und als Referenz zur Bestimmung 
der Fluoreszenzverschiebung enthielt jede Meßreihe stets einen Versuchsansatz, bei dem die 
Zellen lediglich mit den Nachweisantikörpern inkubiert wurden. Die Ergebnisse der 
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Bindungsstudien einer Versuchsreihe mit Ramos Zellen sind in Form von Histogrammen in 
Abb. 43 zusammengefaßt. 
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Abb. 43: Durchflußzytometrische Analyse der Bindung von IL-4 DM an CD124-positive Ramoszellen. 
Darstellung der Histogramme durchflußzytometrischer Messungen (II.3.7) der Bindung von diversen IL-4 DM 
Proben an Ramoszellen. Für den immunologischen Nachweis wurden die Detektionsantikörper M-α-hIL-4 bzw. 
M-α-CD124 und GAMPEH+L verwendet. (A): Nachweis der CD124 Rezeptormoleküle auf den Ramoszellen; 
(B): Bindung des bakteriell exprimierten IL-4 DM Bayer-Standards (0,5 µg) in FACS-Buffer bzw. in Blatt-
extrakt verdünnt; (C): Bindung des Gesamtproteinextraktes (II.3.1.1) aus untransformierten N. tabacum cv. Petit 
Havana SR1 Wildtyp; (D): Bindung des Gesamtproteinextraktes (II.3.1.1) aus mit pTRAkc-SPIL di IL-4 DM 
apo transformierter T1-Generation N. tabacum cv. Petit Havana SR1 (III.2.2); (E): Bindung der Elutionsfraktion 
aus einer Zn-IMAC (II.3.8.2) des Kulturüberstandes untransformierter BY-2 Wildtyp Zellen; (F): Bindung der 
Elutionsfraktion aus de Zn-IMAC des Kulturüberstandes der IL-4 DM produzierenden BY-2 Zellinie P1#18 
(II.3.8.2 und III.7.5). 
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Die Meßergebnisse der Referenzproben, welche lediglich mit den Nachweisantikörpern 
inkubiert worden waren, werden in jedem Histogramm als (dunkel) unterlegte Kurven darge-
stellt. Die deutliche Fluoreszenzverschiebung in Histogramm A belegt das Vorhandensein 
zahlreicher CD124-Rezeptormoleküle auf der Oberfläche der untersuchten Ramoszellen. In 
Histogramm B wird die Auswertung von zwei Messungen zusammengefaßt, um einen 
direkten Vergleich der Fluoreszenzverschiebungen zu ermöglichen. In beiden Versuchs-
ansätzen wurde die Bindung des bakteriellen IL-4 DM Standardproteins (Bayer HealthCare) 
untersucht, jedoch war das Protein im ersten Ansatz in FACS-Puffer (durchgezogene Linie) 
und im zweiten Ansatz in Blattextrakt untransformierter Tabakpflanzen verdünnt und 
inkubiert worden (gepunktete Linie). Da die Fluoreszenzverschiebungen beider Ansätze 
annähernd identisch waren und beide Ansätze mit 0,5 µg Protein gleiche Mengen an IL-4 DM 
Standard enthielten, ist anzunehmen, daß die Bindung von IL-4 DM an den Rezeptor durch 
Komponenten im Blattextrakt nicht beeinflußt wurde. In Histogramm D ist die deutliche 
Fluoreszenzverschiebung nach Inkubation der Ramoszellen mit dem Extrakt aus transgenem 
Blattmaterial dargestellt. Ein Vergleich mit dem Kontrollansatz in Histogramm C belegt, daß 
dieses Signal spezifisch für die IL-4 DM Probe aus Blattmaterial nachgewiesen wurde, so daß 
von einer eindeutigen Bindung des in Tabakblättern produzierten IL-4 DM an den IL-4 
Rezeptor ausgegangen werden konnte. Die Analyse der Proben des BY-2 Expressionssystems 
ergab ein ähnliches Ergebnis. Während für den Kontrollansatz keine Fluoreszenzverschiebung 
beobachtet werden konnte (Histogramm E), wurde ein deutliches Signal für die Elutions-
fraktion aus der Zn-IMAC des Kulturüberstandes der BY-2 Suspensionszellinie P1#18 
gemessen (Histogramm F), so daß auch die Bindungsfunktionalität des sekretierten IL-4 DM 
bestätigt wurde. Auch die Funktionalität von IL-4 DM, das aus BY-2 Zellextrakten isoliert 
und mittels Zn-IMAC gereinigt wurde (III.7.5) konnte in durchflußzytometrischen Messun-
gen nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). 
Alle Proben wurde nicht nur auf Bindung an Ramoszellen, sondern auch auf Bindung an 
eine zweite alternative humane Zellinie untersucht. Die Zellinie L-540 zeichnet sich – wie die 
Zellinie Ramos – durch hohe Mengen an membranständigem CD124 aus. Die Ergebnisse der 
entsprechenden durchflußzytometrischen Untersuchungen mit L-540 Zellen stimmten mit den 
in Abb. 43 dargestellten Ergebnissen weitgehend überein, wenngleich die Stärke der Fluores-
zenzverschiebungen für alle Proben – einschließlich des bakteriell exprimierten IL-4 DM 
Standards – geringer ausfielen (Daten nicht gezeigt). 
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III.9 Biochemische Charakterisierung der Struktur von pflanzlich produzierten 
IL-4 DM 
Neben der Funktionalität sind die korrekte Prozessierung und die homogene Zusammen-
setzung des Produktes wesentliche Kriterien zur Beurteilung der Qualität eines rekombinant 
exprimierten Proteins. Für die Charakterisierung des pflanzlich exprimierten IL-4 DM wurden 
Untersuchungen zur Bestimmung der Aminosäuresequenz des Proteins durchgeführt (III.9.1), 
um die Spaltstelle des Signalpeptids vom reifen Protein zu identifizieren. Außerdem sollte 
analysiert werden, ob die Glykosylierungsstellen des Proteins von den Pflanzenzellen erkannt 
und genutzt werden (III.9.2, III.9.3). Die Klärung dieser beiden Fragestellungen war auch für 
die Interpretation der unterschiedlichen Laufverhalten von bakteriell und pflanzlich 
exprimiertem IL-4 DM in SDS-PAA-Gelelektrophoresen von Bedeutung. Sämtliche Unter-
suchungen wurden mit Aliqouten der Elutionsfraktionen aus IL-4 DM Zn-IMAC Reinigungen 
von transient infiltriertem Blattmaterial (Konstrukt: pTRAkc-di IL-4 DM apo; vgl. III.7.3.2) 
oder von BY-2 Kulturüberstand der Zellinie P1#18 (Zellinie #18 aus der Übertransformation 
der Parental-Linie #22 (pTRAkt-mo IL-4 DM apo); vgl. III.7.7) durchgeführt. 
III.9.1 Bestimmung der Sequenz des N-und C-Terminus von IL-4 DM 
Die N- und C-terminalen Aminosäuresequenzen des pflanzlich exprimierten IL-4 DM 
Proteins wurde über Edman Abbau bestimmt und durch den Kooperationspartner Bayer 
HealthCare in Wuppertal realisiert. Als Probenmaterial wurden Aliqoute der Elutions-
fraktionen aus IL-4 DM Zn-IMAC Reinigungen, die mit transient infiltriertem Blattmaterial 
(III.7.3.2) und mit BY-2 Kulturüberstand (III.7.7) durchgeführt worden waren, bereitgestellt. 
Zur Entfernung des hohen Salzgehaltes in den Elutionsfraktionen war das Probenmaterial 
gegen 20 mM Na-acetat pH 4,5 dialysiert worden (II.3.8.4). 
Die IL-4 DM Proben wurden in einer SDS-PAGE gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf 
PVDF-Membran transferiert und mit Coomassie R-250 angefärbt. Anschließend wurden die 
IL-4 DM Proteinbanden aus der Membran ausgeschnitten und die ersten 15 Aminosäuren des 
Proteins über Edman Abbau bestimmt (II.3.9). Neben der N-terminalen Aminosäuresequenz 
konnte auch der C-Terminus des Proteins bestimmt werden, indem das gelelektrophoretisch 
aufgetrennte IL-4 DM zunächst einer Bromcyanspaltung unterzogen wurde (II.3.9) und die 
Sequenz der Spaltprodukte anschließend über Edman Abbau determiniert wurde. 
Die Ergebnisse der Sequenzanalysen sind in Tabelle 5 zusammengefaßt. Für die IL-4 DM 
Probe aus transient infiltriertem Blattmaterial wurde eine Mikroheterogenität des Proteins 
nachgewiesen. Die korrekte N-terminale Aminosäuresequenz, die mit einem Histidin beginnt, 
konnte lediglich für etwa 34% der IL-4 DM Moleküle bestimmt werden. Für den überwie-
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genden Anteil des IL-4 DM wurde Serin als N-terminale Aminosäure identifiziert. Serin ist 
die letzte Aminosäure des LPH* Signalpeptids und verbleibt offensichtlich aufgrund inkor-
rekter Abspaltung des Sekretionssignals teilweise am reifen IL-4 DM Protein. Demgegenüber 
zeigte die aus dem BY-2 System stammende IL-4 DM Probe eine einheitliche Zusammen-
setzung und lag vollständig in der korrekt prozessierten Aminosäuresequenz vor. 
Die korrekte Aminosäureabfolge des C-Terminus von IL-4 DM konnte anhand der Unter-
suchung der mit Bromcyan gespaltenen Proteinfragmente sowohl für die Probe aus Blatt-
material als auch für die Probe aus BY-2 Kulturüberstand bestätigt werden. 
Tab. 5: N- und C-terminale Aminosäuresequenzen von pflanzlich exprimiertem IL-4 DM. 
 
Konstrukt Expressionssystem
-1SHKCDITLQEI (66%)
C-Terminus
LPH di IL-4 DM apo Tabakblätter 121DEKYSKCSS
LPH di IL-4 DM apo BY-2 Suspensionszellen
1HKCDITLQEI (34%)
N-Terminus
1HKCDITLQEI 121DEKYSKCSS
LPH mo IL-4 DM apo
III.9.2 Analyse der Glykosylierung von IL-4 DM über Lektine und Nachweisantikörper 
IL-4 DM weist zwei potentielle N-Glykosylierungsstellen an den Positionen 38 und 105 auf, 
die bei einer apoplasmatischen Lokalisation des Proteins für die Anheftung von Carbohydrat-
gruppen genutzt werden können. Für die Analyse, ob das in Pflanzenzellen produzierte 
Protein tatsächlich in glykosylierter Form vorliegt, wurden gereinigte IL-4 DM-haltige 
Proben aus Tabakblättern (III.7.3) und BY-2 Kulturüberstand (III.7.7) nach Western-Blot 
Transfer mit Substanzen inkubiert, die mit hoher Sensitivität an definierte Zuckerstrukturen 
zu binden vermögen. Die einzelnen Arbeitsschritte der Nachweisreaktionen werden in Kapitel 
II.3.4.2 zusammengefaßt. 
Das anti-„horseradish peroxidase“ Serum (α-HRP) ist ein Antiserum, das gegen die 
vakuolär lokalisierte Peroxidase von Meerrettich generiert worden war, und es reagiert 
spezifisch mit α-1,3 Fucose und β-1,2 Xylose Epitopen (Faye et al., 1993). Diese Zucker-
strukturen sind charakteristisch für die als „complex type“ bezeichnete Glykosylierungsform 
in Pflanzen. Durch die Hybridisierung mit dem Lektin Concanavalin A (Con A) sollte 
α-glykosidisch verknüpfte Mannose und damit präferentiell Oligosaccharide des Typs 
„high-mannose“ nachgewiesen werden (Faye und Chrispeels, 1985). Das Vorhandensein von 
Fucose im pflanzlich exprimierten IL-4 DM sollte durch Verwendung des Aleuria aurantia 
isolierten Lektins AAL überprüft werden. Das AAL Lektin bindet präferentiell Fucosereste, 
die über α-1,3- und α-1,6-glykosidische Bindungen verknüpft sind. Neben der Detektion von 
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Zuckerstrukturen, die mit der einen Hälfte einer jeden Membran durchgeführt wurde, wurden 
die gleichen Proben in Parallel-Ansätzen mit dem IL-4 Nachweisantikörper R-α-IL-4 hybridi-
siert, um eine eindeutige Zuordnung der Signale zu gewährleisten. Die Ergebnisse der 
Nachweisreaktionen werden in Abb. 44 dargestellt. 
In allen drei Nachweisreaktionen mit R-α-HRP, Con A und AAL Lektin wurden Protein-
banden visualisiert, die auf Höhe des pflanzlich exprimierten IL-4 DM lagen. Ein Unterschied 
in den Reaktivitäten der IL-4 DM Proben aus BY-2 Kulturüberstand und Tabakblättern 
konnte nicht beobachtet werden, wenn man von den zusätzlichen Proteinbanden absieht, 
welche auf Kontaminationsproteine zurückzuführen sind und nicht zuletzt aufgrund der unter-
schiedlichen Reinheitsgrade der Proben in ihrer Zusammensetzung variierten. So wurden 
insbesonders in der Nachweisreaktion auf ein komplexes Glykosylierungsmuster mit α-HRP 
Antikörper eine Vielzahl von pflanzlichen Glykoproteinen unterschiedlichster Größe 
detektiert (vgl. Western-Blot A). Die dem Laufverhalten von IL-4 DM entsprechende Protein-
bande bei etwa 16 kDa läßt sich jedoch aufgrund ihrer dominanten Signalstärke leicht identi-
fizieren und zuordnen. Da die Nachweisreaktion auf komplexe Glykosylierung positiv war, 
liegt IL-4 DM in pflanzlichen Systemen folglich in glykosylierter Form vor. Die Bestätigung 
der Glykosylierung des Proteins erklärt den Größenunterschied zum bakteriellen IL-4 DM 
Standard, der sich im unterschiedlichen Laufverhalten der Proben bei SDS-PAGE Läufen 
äußerte. Das Ergebnis der Nachweisreaktion mit Con A (vgl. Western-Blot B) war nicht 
eindeutig, da Con A auch mit dem nicht-glykosylierten, bakteriell exprimierten IL-4 DM 
Standardprotein reagierte und anscheinend unabhängig vom Glykosylierungsstatus des 
Proteins an IL-4 DM zu binden vermag. In der Testung der IL-4 DM Proben mit dem AAL 
Lektin (vgl. Western-Blot C) konnte dagegen ein eindeutiges Signal auf Höhe des pflanzlich 
exprimierten IL-4 DM beobachtet werden, so daß das Protein zumindest partiell eine 
fucosylierte Zuckerstruktur trägt. Dieses Ergebnis war nicht unerwartet, da das Vorhan-
densein von Fucose für apoplasmatisch lokalisierte Proteine charakteristisch ist. 
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Abb. 44: Western-Blot Analyse zum Nachweis der Zuckerstrukturen des pflanzlich exprimierten 
IL-4 DM. 
Immunologische Nachweisreaktionen der Zuckerstrukturen des IL-4 DM Proteins aus BY-2 Überständen bzw. 
infiltrierten Tabakblättern (II.2.9.3) nach Reinigung mittels Zn-IMAC (II.3.8.2). Jeweils 16 µl des Proben-
materials wurden in 15% SDS-PAA Gelelektrophoresen pherographiert (II.3.3.1) und im Western-Blot auf 
Nitrocellulosemembran transferiert (II.3.4). Als Detektionsantikörper wurden R-α-hIL-4 bzw. R-α-HRP und 
GARAPH+L oder die biotinylierten Lektine Concanavalin A bzw. das Aleuria aurantia Lektin in Kombination 
mit AP-gekoppeltem Streptavidin verwendet. Die Visualisierung der Proteinbanden erfolgte mit NBT/BCIP in 
einer AP-Reaktion (II.3.4.1). 
Spurbelegung: BY2: IL-4 DM aus der Zn-IMAC Elutionsfraktion einer Reinigung von BY-2 Fermentations-
überstand der Zellinie P1#18 (III.7.7); Tb: IL-4 DM aus der Zn-IMAC Elutionsfraktion der Reinigung aus 
transient infiltrierten Tabakblättern (III.7.3.2); St: 50 ng Bayer-Standard (bakteriell exprimiertes IL-4 DM); M: 
„Prestained Protein Marker Broad Range“ (PPM; NEB). 
III.9.3 Massenspektroskopische Analyse der Glykosylierungsmuster von IL-4 DM 
Die Untersuchung des pflanzlich exprimierten IL-4 DM durch Hybridisierung mit α-HRP 
Serum und Lektinen hatte zwar erste Schlußfolgerungen bezüglich der Natur der N-glyko-
sidisch verknüpften Zuckerreste erlaubt, doch ließen sich die exakten Zusammensetzungen 
der Zuckerstrukturen nicht bestimmen. Eine genaue Charakterisierung konnte nur durch 
massenspektroskopische Analyse der Zuckerreste nach Deglykosylierung des Proteins 
erfolgen. Diese Untersuchungen erfordern besondere Apparate und Kenntnisse und wurden 
freundlicherweise von Dr. Friedrich Altmann am Institut für Chemie der Universität für 
Bodenkultur Wien durchgeführt. 
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Jeweils 5 µg des IL-4 DM Proteins aus den Elutionsfraktionen der Zn-IMAC Läufe mit 
infiltrierten Tabakblättern (III.7.3.2) bzw. mit dem Kulturüberstand der übertransformierten 
BY-2 Zellinie P1#18 (III.7.7) wurden durch Zentrifugation über Nanosep Säulchen um den 
Faktor 40 konzentriert (II.3.8.3). Anschließend wurden die Proben in einer SDS-PAGE aufge-
trennt. Nach Anfärbung mit Coomassie Brilliant Blue wurden die IL-4 DM Proteinbanden aus 
dem Gel ausgeschnitten. Die weitere Prozessierung und Messung der Proben gestaltete sich 
wie in II.3.10 beschrieben, wobei die massenspektroskopische Analyse in Form der 
„matrix-assisted desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry“ (MALDI-TOF-MS) 
erfolgte. 
Die Ergebnisse der biochemischen Analysen für die aus Blattmaterial isolierte IL-4 DM 
Probe (Abb. 45) bzw. für die angereicherte IL-4 DM Probe aus BY-2 Kulturüberstand (Abb. 
46) sind in Form der MALDI-TOF Massenspektren der N-Glykane dargestellt. Des weiteren 
enthalten die Abb. 45 und 46 die Zuckerstrukturen, die den gemessenen N-Glykan-Peaks 
zugeordnet werden konnten. Die Berechnung der prozentualen Verteilung der verschiedenen 
Glykoformen erfolgte auf Basis der Peakhöhen in den Massenspektren. 
Das MALDI-TOF Massenspektrum der IL-4 DM Probe aus infiltrierten Tabakblättern 
(vgl. Abb. 45) zeichnet sich durch zwei dominante N-Glykan Peaks aus, denen sich die 
Glykoform Man3(Xyl)(Fuc)GlcNAc2 (nach Wilson et al., 2001 auch als MMXF bezeichnet) 
mit 41%-iger Häufigkeit bzw. mit 47%-iger Häufigkeit die Glykoform GlcNAcMan3(Xyl)-
(Fuc)GlcNAc2 (nach Wilson et al., 2001 auch als GnMXF bezeichnet) zuordnen lassen. Der 
Großteil des IL-4 DM liegt folglich entweder in der sogenannten „paucimannosodic-type“ 
Glykosylierung (d.h. Man3(Xyl)(Fuc)GlcNAc2) vor, die charakteristisch für vakuolär 
lokalisierte Proteine ist, oder alternativ in der GlcNAcMan3(Xyl)(Fuc)GlcNAc2 Glyko-
sylierungsform. Diese Zuckerstruktur stellt ein Intermediat zwischen der „complex-type“ und 
der „paucimannosodic-type“ Glykosylierungsstufe dar. Das klassische „complex-type“ 
Glykosylierungsmuster GlcNAc2Man3(Xyl)(Fuc)GlcNAc2 (nach Wilson et al., 2001 auch als 
GnGnXF bezeichnet), welches bei sekretierten pflanzlichen Proteinen typischerweise auftritt, 
konnte nur mit einer Häufigkeit von 12% in der IL-4 DM Probe aus Blattextrakt nachge-
wiesen werden. Allen nachgewiesenen N-Glykanen war das Vorhandensein von β-1,2 glyko-
sidisch verknüpfter Xylose und α-1,3 glykosidisch verknüpfter Fucose gemeinsam. Neben 
den eindeutig zuzuordnenden N-Glykan Peaks wies das Massenspektrum zwei weitere 
Signale von geringerer Intensität auf, denen jedoch keine eindeutige Zuckerstruktur zuge-
wiesen werden kann. Möglicherweise handelt es sich hierbei um Störsignale, die auf den 
suboptimalen Reinheitsgrad der Proteinprobe zurückzuführen sind. 
Ergebnisse  139 
m/z (M+Na)+ Struktur prozentuale Verteilung
1212.6 41%
1415.1 47%
1618.8 12%
Man α
Man β 4GlcNAc β 4GlcNAc
Man α
Xyl β Fuc  α
6
323
GlcNAc β
Man α
Man β 4GlcNAc β 4GlcNAc
Man α
Xyl β Fuc  α
6
323
2
2
GlcNAc β 2Man α
Man β 4GlcNAc β 4GlcNAc
Xyl β Fuc  α
6
323
GlcNAc β 2Man α
MMXF
GnMXF
GnGnXF
Abb. 45: MALDI-TOF Massenspektrum der N-Glykane und Darstellung der identifizierten Zucker-
strukturen von IL-4 DM aus infiltrierten Tabakblättern. 
Die massenspektroskopische Untersuchung des Glykosylierungsmusters (II.3.10) wurde mit apoplasmatisch 
lokalisiertem IL-4 DM, das aus transient infiltrierten Tabakblättern (II.2.9.3) mittels Kationenaustauschchroma-
tographie (II.3.8.1) und Zn-IMAC (II.3.8.2) gereinigt (III.7.3) und über Nanosep Säulen konzentriert (II.3.8.3) 
worden war, durchgeführt. 
Für die IL-4 DM Probe aus den Kulturüberständen von BY-2 Suspensionszellen wurden zwei 
Glykosylierungsformen nachgewiesen, wobei auch hier alle N-Glykane sowohl β1-2 glykosi-
disch verknüpfte Xylose als auch α1-3 verknüpfte Fucose enthielten (vgl. Abb. 46). Die 
Zuckerstruktur GlcNAc2Man3(Xyl)(Fuc)GlcNAc2 der „complex-type“ N-Glykane stellte mit 
62% die häufigste nachgewiesene Glykosylierungsform dar. Darüber hinaus wurde das 
Glykosylierungsmuster Man3(Xyl)(Fuc)GlcNAc2 mit einer Häufigkeit von 38% nachge-
wiesen. 
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m/z (M+Na)+ Struktur prozentuale Verteilung
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Abb. 46: MALDI-TOF Massenspektrum der N-Glykane und Darstellung der identifizierten Zucker-
strukturen von IL-4 DM aus BY-2 Kulturüberstand. 
Die massenspektroskopische Untersuchung des Glykosylierungsmusters (II.3.10) wurde mit sekretiertem 
IL-4 DM, das dem Fermentationsüberstand von BY-2 Zellen (II.3.1.2.2) mittels Zn-IMAC (II.3.8.2) gereinigt 
(III.7.7) und über Nanosep Säulen konzentriert (II.3.8.3) worden war, durchgeführt. 
Die Dominanz der komplexen Glykosylierungsstruktur von IL-4 DM im BY-2 Expressions-
system entsprach – aufgrund der Sekretion des Proteins ins Kulturmedium – den Erwar-
tungen, wohingegen die identifizierten Glykosylierungsformen der IL-4 DM Probe aus infil-
trierten Tabakblättern mit einer apoplasmatischen Lokalisation des Proteins nicht unmittelbar 
im Einklang stehen. Es ist jedoch zu berücksichtigen, daß die Probe aus Tabakblättern nicht 
nur apoplasmatisch lokalisiertes rekombinantes Protein enthält, sondern auch Material, das 
beim Aufschluß des Blattgewebes aus den Zellen freigesetzt wurde. Eine ausführliche Inter-
pretation der massenspektroskopisch bestimmten Glykosylierungsmuster von IL-4 findet sich 
im Diskussionsteil dieser Arbeit (IV.3). 
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IV  
IV.1 
 Diskussion 
Ansätze zur Optimierung der Expression von IL-4 DM in pflanzlichen Systemen 
Pflanzliche Expressionssysteme bieten eine Reihe von Ansatzpunkten, durch die die Ausbeute 
an rekombinantem Protein optimiert werden kann (Kusnadi et al., 1997; Doran, 2000; James 
und Lee, 2001). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Effekte der Kodonopti-
mierung der IL-4 DM cDNA und der Lokalisation des Proteins in unterschiedlichen Zellkom-
partimenten untersucht. Weitere Strategien zur Optimierung der IL-4 DM Akkumulation 
waren die direkte Transformation des Chloroplastengenoms von Tabak und die Koexpression 
des IL-4 DM Proteins mit seinem natürlichen Liganden, der IL-4 Rezeptor α–Kette (CD124). 
IV.1.1 Kodonoptimierung 
Die Optimierung der kodierenden Sequenz eines rekombinanten Proteins ist eine beliebte und 
vielfach bewährte Methode zur Steigerung der Produktausbeute in bakteriellen und Hefe-Ex-
pressionssystemen (Solari, et al., 1989; Yadava und Ockenhouse, 2003, Ito et al., 2004). Die 
Bevorzugung spezieller Kodons ist in hoch-exprimierten bakteriellen bzw. Hefe-Genen 
extrem stark ausgeprägt (Ikemura, 1985; Murray et al., 1989), und es besteht eine deutliche 
Abhängigkeit zwischen der Effizienz und Korrektheit der Translation und dem Angebot der 
tRNAs (Makrides, 1996; McNulty et al., 2003). Auch für pflanzliche Expressionssysteme 
sind erhöhte Proteinmengen nach Modifizierung der kodierenden Sequenzen bakterieller oder 
humaner Gene um den Faktor 2 bis 100 von diversen Gruppen beschrieben worden (Perlak 
et al., 1991; Lonsdale et al., 1998; Tregoning et al., 2003; Kang et al., 2004). Verschiedene 
post-transkriptionale Gegebenheiten wurden als Ursachen für eine ineffiziente Expression 
rekombinanter Proteine in Pflanzenzellen benannt, zu denen ungünstiger Kodongebrauch 
(Perlak et al., 1991), anormales Splicen (Haseloff et al., 1997), verfrühte Polyadenylierung 
(Jarvis et al., 1997) und mRNA-Instabilität (Murray et al., 1991) zählen. 
Die Optimierung der Sequenz des humanen IL-4 DM Gens wurde auf Basis der Kodon-
verteilung des Gens der kleinen Rubisco Untereinheit verschiedener Pflanzenspezies modi-
fiziert. Auch Murray et al. (1989) nutzten die Kodonverteilung dieses hoch-exprimierten 
Proteins zur Bestimmung des präfererenziellen Kodongebrauchs in Pflanzenzellen. Es wurden 
zwei IL-4 DM Versionen generiert, deren Kodonverteilung für die Expression in dikoty-
ledonen bzw. monokotyledonen Pflanzen optimiert worden waren (di IL-4 DM und 
mo IL-4 DM). Aus Kapazitätsmangel und Zeitgründen konnte das mo IL-4 DM Konstrukt im 
Rahmen dieser Arbeit nicht in Monokotyledonen untersucht werden, doch wurde das Kon-
strukt in Tabak getestet, um mögliche Unterschiede in der Expressionshöhe, die aufgrund der 
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verschiedenen G/C-Gehalte der drei Genversionen auftreten könnten, zu untersuchen. Zur 
Analyse der originalen und der kodonoptimierten IL-4 DM Varianten wurden transiente 
Agroinfiltrationen mit Tabakblättern durchgeführt. Der Vergleich der Konstrukte erfolgte auf 
Proteinebene im Western-Blot und durch Quantifizierung der akkumulierten IL-4 DM Men-
gen in Oberflächenplasmonresonanzmessungen. Die Expression der IL-4 DM Versionen war 
vergleichbar, so daß ein positiver Effekt der Modifizierung des IL-4 DM Gens in bezug auf 
die erreichbare Akkumulationsmenge für Tabakpflanzen nicht nachgewiesen werden konnte. 
Dieses Ergebnis belegte, daß die Kodonoptimierung nicht zwangsläufig zu gesteigerten 
Expressionsraten führt. Die Wahrscheinlichkeit des Gelingens ist nicht vorhersehbar, da die 
zugrunde liegenden Mechanismen und Abhängigkeiten noch unzureichend verstanden 
werden. So konnten Lonsdale et al. (1998) nach Modifizierung der Kodonverteilung des 
Luciferasegens zwar eine deutlich höhere Aktivität des Proteins in Mais und Weizen 
nachweisen (Faktor 14-59), doch wurde kein Effekt für Tabak beobachtet. Rowendal et al. 
(1997) beobachteten nach Modifizierung der Gensequenz von gfp, daß die maximal 
erreichbare Proteinmenge unverändert blieb, jedoch mehr hoch-exprimierende Linien aus den 
Transformationen hervorgingen als mit dem Wildtyp gfp Gen. Dies konnte für IL-4 DM nicht 
untersucht werden, da sämtliche stabile Transformationen von Tabakpflanzen und BY-2 
Suspensionszellen nur mit den synthetischen IL-4 DM Versionen durchgeführt wurden. 
Mit Ausnahme der Expression des synthetischen B. thuringiensis Toxins (Perlak et al., 
1991) und des plastidär exprimierten Fragment C des Tetanustoxins (TetC; Tregoning et al., 
2003), die im Vergleich zur Wildtyp-Genvariante zu deutlich gesteigerten Proteinmengen in 
Tabak führten, scheint eine Optimierung der Gensequenz für die Expression in Tabak im 
nachhinein nur bei eindeutigen Hinweisen auf inkorrekte Transkriptprozessierung und/oder 
Translation (z.B. Proteinfragmente) angebracht. Demgegenüber kann aufgrund der 
publizierten Ergebnisse zur Expression synthetischer Gene in Reis, Weizen oder Mais (Hood 
et al., 1997; Zhong et al., 1999; Huang et al., 2001 und 2002) angenommen werden, daß die 
Modifizierung der Gensequenz bei Expression in monokotyledonen Pflanzensystemen eher 
einen positiven Effekt auf die Proteinausbeute hat. Die Herstellung transgener Reis- oder 
Maispflanzen mit den verschiedenen IL-4 DM Genversionen wäre daher ein interessanter 
Ansatzpunkt zur Bestätigung dieser Tendenz.  
IV.1.2 Subzelluläre Lokalisation 
Die bevorzugten pflanzlichen Zellkompartimente zur Anreicherung originär sekretierter 
rekombinanter Proteine sind in der Regel der apoplasmatische Raum und das ER (Moloney 
und Holbrook, 1997). Dagegen ist das Cytoplasma als Zielkompartiment für diese Protein-
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gruppe denkbar ungeeignet, da sie aufgrund des reduzierenden Milieus, des Fehlens von 
Chaperonen sowie der Präsenz diverser Proteasen im Cytoplasma nur unzureichend prozes-
siert werden und ihre Stabilität meist minimal ist (Voss et al., 1995; Fischer et al., 1999c). 
Demgegenüber können rekombinante Proteine, deren natürlicher Lokalisationsort das Cyto-
plasma ist, in hohen Mengen in diesem Zellkompartiment produziert werden. Dies wurde u.a. 
bei der cytoplasmatischen Expression des bakteriellen Proteins β-Glucuronidase (GUS) in 
Maiskörnern nachgewiesen (Witcher et al., 1998). 
Zur Bestimmung des günstigsten Zielkompartimentes für die Akkumulation von IL-4 DM 
wurden apoplasmatische und ER-retardierte Expressionskonstrukte hergestellt, denen als 
Sekretionssignal entweder die murine Signalsequenz für die schwere Kette des mAk24 
(LPH*) oder die Signalsequenz des humanen IL-4 (SPIL) vorgeschaltet waren. Eine cytoplas-
matische Proteinlokalistation kam nicht in Betracht, da für die Verwirklichung der aktiven 
Konformation von IL-4 DM drei interne Disulfidbrücken ausgebildet werden müssen und im 
Cytoplasma weder die notwendigen Enzyme (Disulfid-Isomerasen) zugegen sind noch ein 
oxidierendes Milieu vorzufinden ist. 
Die Überprüfung der Spaltstelle des Signalpeptids LPH* vom IL-4 DM, die mit dem über 
das Internet zugänglichen Programm SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP; 
Nielsen et al., 1997) durchgeführt wurde, sagte die korrekte Spaltstelle nicht eindeutig voraus. 
Daher wurde beschlossen, auch das native IL-4 Sekretionssignal zur sekretorischen Expres-
sion von IL-4 DM in Pflanzen zu testen, da die Wahrscheinlichkeit der korrekten Abspaltung 
für diese Signalsequenz deutlich höher lag. Für die alternative ER-retardierte Proteinlokali-
sation von IL-4 DM wurde ein Expressionskonstrukt mit C-terminalem (SE)KDEL-Motiv 
generiert. Die Expression von IL-4 DM wurde in transienten Infiltrationen von Tabakblättern 
und in stabilen Transformationen von BY-2 Suspensionszellen getestet. Für beide Expres-
sionssysteme wurden bei apoplasmatischer Proteinlokalisation deutlich höhere Mengen an 
IL-4 DM nachgewiesen als bei einer ER-Retardierung des Proteins. Die Proteinmengen bei 
ER-Retardierung waren teilweise so gering, daß sie unterhalb der Nachweisgrenze der 
Western-Blot Analyse lagen. Die höhere Anreicherung von sekretiertem IL-4 DM war inso-
fern unerwartet, als aus zahlreichen pflanzlichen Expressionsstudien mit Antikörpern und 
Antikörperfragmenten bekannt war, daß die Akkumulationsmengen bei Retardierung des 
Antikörpers im ER in der Regel um den Faktor 2-10 im Vergleich zur apoplasmatischen 
Lokalisation gesteigert werden können (Conrad und Fiedler, 1998; Schillberg et al., 2002). 
Wie die Ergebnisse der vergleichenden IL-4 DM Expressionsstudien belegten, ist diese 
Tendenz jedoch offensichtlich nicht unmittelbar auf andere rekombinante Proteine übertrag-
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bar. Vielmehr muß der optimale Akkumulationsort für jedes Protein neu bestimmt werden. 
Die Gründe für die geringere Proteinakkumulation von IL-4 DM im ER konnten nicht spezifi-
ziert werden. Möglicherweise liegt IL-4 DM im ER in einer weniger stabilen Konformation 
vor und wird daher vom Qualitätskontrollsystem zur Degradation freigegeben, so daß das 
Protein nicht effizient akkumulieren kann. Abweichend von der Proteingruppe der Anti-
körper, deren erhöhte Akkumulation bei ER-Retardierung hinreichend bekannt ist (Conrad 
und Fiedler, 1998; Schillberg et al., 2002), scheint für eine Vielzahl anderer rekombinanter 
Proteine die Beibehaltung des natürlichen Zielortes bei der heterologen Expression im 
Pflanzensystem die günstigste Expressionsstrategie darzustellen. Eine Vielzahl originär 
sekretorischer rekombinanter Proteine werden sekretiert exprimiert, wie etwa Avidin (Hood 
et al., 1997), Aprotinin (Zhong et al., 1999) und Trypsin (Woodard et al., 2003) in Mais, 
humanes Wachstumshormon (Leite et al., 2000), Lipase (Gruber et al., 2001) oder Präproricin 
(Sehnke und Ferl, 1999) in Tabak, oder α1-Antitrypsin (Terashima et al., 1999; Huang et al., 
2001) und Lysozym (Huang et al., 2002) in Reissuspensionszellen. Daher sollte der natürliche 
Wirkort eines pharmazeutischen Proteins bei der Testung der verschiedenen Zielkomparti-
mente stets berücksichtigt und untersucht werden.  
Neben der Aussicht auf hohe Akkumulationsmengen eines vollständig prozessierten 
Proteins weist die sekretierte Expression weitere Vorteile auf. Zum einen besteht die Möglich-
keit der direkten Reinigung des Proteins aus dem Kulturüberstand bei Verwendung von 
Suspensionszellen, und zum anderen bleibt die originale Aminosäuresequenz des rekombi-
nanten Proteins – bei korrekter Abspaltung des Signalpeptides – erhalten. Die effiziente 
Sekretion von IL-4 DM ins Kulturmedium wurde bei der Analyse transgener BY-2 Suspen-
sionskulturen für das LPH* Sekretionssignal nachgewiesen, etwa 80% der produzierten 
IL-4 DM Proteinmenge lag im Kulturüberstand vor. Die Funktionalität des zweiten getesteten 
Sekretionssignals, des nativen IL-4 Signalpeptides, konnte für das BY-2 System nicht 
untersucht werden, da aus der stabilen Transformation keine IL-4 DM produzierenden 
Zellinien isoliert werden konnten. Die Sekretion von IL-4 in N. tabacum NT-1 Suspensions-
zellen und damit die prinzipielle Eignung der humanen IL-4 Signalsequenz zur Sekretion von 
IL-4 in Pflanzenzellen ist jedoch schon von Magnuson et al. (1998) gezeigt worden. Aller-
dings lagen bei Magnuson et al. nur etwa 33% des gebildeten Proteins im Kulturüberstand 
vor. Da Magnuson et al. das unmodifizierte IL-4 in NT-1 Tabakzellen exprimierten, läßt sich 
jedoch nicht unmittelbar ableiten, daß die deutlichen Abweichungen in der Effizienz der 
Proteinsekretion auf die unterschiedlichen Sekretionssignale zurückzuführen sind. Dies 
könnte nur durch Herstellung und Analyse stabil transformierter BY-2 Suspensionszellen mit 
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dem entsprechenden IL-4 DM Konstrukt mit nativem IL-4 Sekretionssignal verläßlich 
überprüft werden. Anhand der Analysen zur IL-4 DM Produktion in stabil transformierten 
Tabakpflanzen konnten zumindest keine Unterschiede zwischen den Signalpeptiden in bezug 
auf die IL-4 DM Proteinakkumulation beobachtet werden. 
IV.1.3 Plastidäre Lokalisation von IL-4 DM und Plastomtransformation 
Neben dem apoplasmatischen Raum und dem ER wurden auch die Plastiden als Zielkompar-
timent zur Produktion von IL-4 DM untersucht. Da die Herstellung transplastomer Tabak-
pflanzen mit erheblichem Zeit- und Arbeitsaufwand verbunden ist, sollte zunächst die 
prinzipielle Eignung des Kompartimentes zur Akkumulation von IL-4 DM überprüft werden. 
Zu diesem Zweck wurde kernkodiertes IL-4 DM in transienten Infiltrationsversuchen durch 
die Fusion mit dem Chloroplastentransitpeptid der kleinen Untereinheit der Rubisco post-
translational in die Plastiden eingeschleust. Die Expression und korrekte Lokalisation des 
Proteins konnte in Western-Blot Analysen bestätigt werden. Das Molekulargewicht der 
monomeren Form des plastidär lokalisierten IL-4 DM Proteins entsprach dem des bakteriellen 
Standards, das bei 15 kDa liegt. Neben der IL-4 DM Proteinbande auf erwarteter Höhe 
wurden weitere spezifische Signale im Western-Blot nachgewiesen, die auf eine starke 
Aggregation des Proteins hindeuten. Es ist bekannt, daß das IL-4 DM Protein eine allgemeine 
Tendenz zur Aggregation einschließlich der Bildung von Dimeren, Trimeren bis zu Multi-
meren aufweist. Diese beruht auf der besonders reaktiven Disulfidbrücke zwischen den 
Cysteinen an Position 3 und 127, die sich leicht öffnet und Quervernetzungen des Proteins 
ermöglicht. Dieses Problem tritt bei der bakteriellen Produktion von IL-4 DM regelmäßig auf 
(Dr. Jörg Peters, Bayer HealthCare Wuppertal, pers. Mitteilung). Offensichtlich haben die 
reduzierenden Bedingungen im Chloroplasten und der leicht alkalische pH-Wert des Stromas 
zur Folge, daß sich die besagte Disulfidgruppe im IL-4 DM vermehrt öffnet und abreagiert. 
Eine vergleichbare Aggregation von IL-4 DM wurde weder bei der sekretierten noch bei der 
ER-retardierten Lokalisation des Proteins nachgewiesen, so daß dieses Phänomen als 
plastidenspezifisch gelten muß. Ausgeprägte Proteinaggregationen bei plastidärer 
Lokalisation eines rekombinanten Proteins wurden auch von Daniell et al. (2001b) bei der 
Expression von CT-B (B-Untereinheit des Cholera-Toxins) nach Plastomtransformation 
beobachtet. CT-B akkumulierte in großen Mengen, doch bildeten die Proteine Aggregate, die 
zum Großteil in ihrer Komplexität über die Bildung der aktiven pentameren Form hinaus-
gingen. Da sich die Komplexe – im Unterschied zu ER-retardiertem CT-B (Arakawa et al., 
1997) – sogar durch Kochen mit 2-Mercaptoethanol-haltigem SDS-Probenpuffer nicht 
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trennen ließen, ist es durchaus möglich, daß auch in diesem Fall Quervernetzungen ursächlich 
für die Bildung der CT-B Multimere waren. 
Das apparente Molekulargewicht des plastidär lokalisierten IL-4 DM Proteins entsprach 
dem des bakteriellen Standards, und zum damaligen Zeitpunkt war unklar, ob das höhere 
Molekulargewicht des sekretierten pflanzlichen IL-4 DM möglicherweise auf der inkorrekten 
Spaltung der Signalpeptide beruhte. Daher wurde die stabile Transformation des 
Chloroplastengenoms als eine Strategie zur Expression von IL-4 DM auch trotz der 
erheblichen Aggregation des Proteins, die in diesem Zellkompartiment nachgewiesen wurde, 
umgesetzt. Die kodierende Sequenz von IL-4 DM wurde in den Chloroplastentransforma-
tionsvektor pPAC kloniert und über Partikelbeschuß in Tabak des Kultivars Petit Havana 
transformiert. Der Nachweis des Vorhandenseins der dicistronischen IL-4 DM aadA Expres-
sionskassette wurde über Kontroll-PCRs für 11 der 16 regenerierten Spectinomycin-resisten-
ten Pflanzen erbracht. Demgegenüber zeigten zwei Transformanten offensichtlich Spon-
tan-Resistenz (Svab und Maliga, 1993), und drei Pflanzen lieferten kein eindeutiges 
PCR-Ergebnis. Die Expression von IL-4 DM konnte jedoch für transgene Linien weder in der 
T0- noch in der T1-Generation mittels Dot-Blot oder Western-Blot Analysen nachgewiesen 
werden. Aufgrund der erfolgreichen Expression der Reporterproteine GFP und DsRed, die 
parallel zu IL-4 DM transformiert und selektioniert worden waren, ist sowohl die Eignung der 
neu generierten dicistronischen Expressionskassette des pPAC Vektors als auch das 
angewandte Selektionsverfahren grundsätzlich bestätigt worden. 
Da die Etablierung homoplasmischer Linien ein kritischer Arbeitsschritt bei der Plastom-
transformation ist und eine eindeutige Verifizierung der Homoplasie der Transformanten 
mittels Southern-Blot Analysen aus Zeitgründen nicht erbracht werden konnte, ist nicht 
auszuschließen, daß die generierten Pflanzen heteroplasmisch waren und aufgrund dessen die 
Fremdgenexpression nicht effizient erfolgte. Die Tatsache, daß alle untersuchten Linien der 
T1-Generation in den Kontroll-PCRs zum Nachweis von IL-4 DM und aadA ein positives 
Ergebnis hervorbrachten, ist jedoch ein deutliches Indiz für die erfolgreiche Etablierung 
homoplasmischer Linien, zumal die Samen der T1-Pflanzen ohne Selektionsdruck direkt in 
Erde ausgesät worden waren. Grundsätzlich besteht die Möglichkeit, daß die IL-4 DM-aadA 
Expressionskassette bei der biolistischen Transformation ins Nukleom der Pflanzenzellen und 
nicht ins Plastom integriert wurde. Zwar läßt sich diese Konstellation für die hergestellten 
Transformanten nicht völlig ausschließen, da entsprechende genetische Untersuchungen nicht 
durchgeführt wurden, doch sollte die Expression des Selektionsmarkers, des aadA Gens, 
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aufgrund der Zusammensetzung und Anordnung der Elemente der plastidären Expressions-
kassette allenfalls in Einzelfällen und auf minimalem Expressionslevel erfolgen. 
Es ist wahrscheinlicher, daß die Expressionsmengen des plastidär kodierten IL-4 DM unter 
dem Detektionslimit der immunologischen Nachweisreaktionen lagen. Die geringe Expres-
sion des Proteins steht möglicherweise im Zusammenhang mit der Wahl des Integrationsortes 
der Expressionskassette ins Chloroplastengenom, die durch die homologen Sequenzen des 
Expressionsvektors bestimmt wird. Die homologen Sequenzen des pPAC-Vektors führen zur 
Integration in einen Sequenzbereich, der in der kleinen „single-copy“ Region des Chloro-
plastengenoms von Tabak liegt (Koop et al., 1996). In den veröffentlichten Studien zur 
Expression und Akkumulation großer Mengen rekombinanter pharmazeutischer Proteine nach 
Chloroplastentransformation wurden stets andere Integrationsorte der Expressionskassette 
beschrieben (Staub et al., 2000; Tregoning et al., 2003; De Cosa et al., 2001; Daniell et al., 
2001b; Fernandez-San Millan et al., 2003; Leelavathi et al., 2003, Leelavathi und Reddy, 
2003). Der gewählte Integrationsort scheint von Bedeutung für die Effizienz der Fremdgen-
expression zu sein. Möglicherweise integrierte der pPAC-IL-4 DM Vektor in einen Sequenz-
bereich, der keine hohe Fremdgenexpression fördert, obgleich die prinzipielle Eignung des 
Chloroplastenexpressionsvektors pPAC zur Expression rekombinanter Proteine nach Chloro-
plastentransformation anhand der Reporterproteine GFP und DsRed nachgewiesen wurde. Die 
beobachteten Proteinmengen der Fluoreszenzproteine waren jedoch deutlich niedriger als bei 
nukleär kodierter post-translationaler Chloroplasten-Lokalisation unter Verwendung eines 
Chloroplastentransitpeptids (Dr. Thomas Rademacher, pers. Mitteilung). Darüber hinaus ist 
bekannt, daß die 5'-UT Region und die N-terminale Sequenz der kodierenden Region enorme 
Auswirkungen auf die Effizienz der Translation und damit auf die Proteinakkumulation haben 
(Daniell et al., 2001b; Maliga et al., 2003), so daß rekombinante Proteine teilweise mit 
zusätzlichen N-terminalen Aminosäuren versehen (Ye et al., 2001) oder als Fusion z.B. mit 
Ubiquitin exprimiert werden (Staub et al., 2000). Die psbA 5'-UT Region im pPAC-Vektor ist 
eine äußerst effektive licht-regulierte 5'-UT Region (Eibl et al., 1999) und sollte daher eine 
effiziente Translation von IL-4 DM erlauben. Möglicherweise limitiert jedoch die N-terminale 
Sequenz von IL-4 DM die Effizienz der Translation. Dies könnte prinzipiell durch 
Herstellung von Translationsfusionen von IL-4 DM mit N-terminalen Segmenten eines 
hoch-exprimierten plastidären Proteins überprüft werden (Kuroda und Maliga, 2001), hätte 
jedoch eine Veränderung der nativen Aminosäuresequenz des IL-4 DM Proteins zur Folge 
und würde damit eine wesentliche Vorgabe des Projektes vernachlässigen. 
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IV.1.4 Koexpression von IL-4 DM und IL-4 Rezeptor (CD124) 
Die Koexpression von IL-4 DM mit seinem natürlichen Liganden stellte eine weitere 
Strategie zur Steigerung der Expression des rekombinanten Proteins dar. Bei der Koexpres-
sion des Antikörperderivates scFvT84.66 und seinem Antigen, der NA3-Domäne von CEA 
(„Carcinoembryonic Antigen“), in Tabak konnten deutlich höhere Akkumulationsmengen des 
Antikörperfragmentes nachgewiesen werden (Dr. Carmen Vaquero und Markus Sack, Inst. für 
Biologie VII der RWTH Aachen, pers. Mitteilung). Dies läßt auf eine größere Stabilität des 
Antikörpers schließen, der im Komplex mit dem Antigen offenbar vor proteolytischem Abbau 
geschützt wurde. Die Aussicht auf eine vergleichbare Stabilisierung von IL-4 DM durch 
Koexpression mit dem IL-4 Rezeptor ergab sich aus den Ergebnissen von Jung et al. (1999). 
Bei Analysen zur Inhibierung der IL-4 Aktivität mittels des löslichen Teils der IL-4 Rezeptor 
α-Kette wurde eine deutlich verminderte „Clearance“ von IL-4 und damit ein partiell 
agonistischer Effekt des Rezeptors nachgewiesen. Die Komplexbildung mit dem Rezeptor 
schützte IL-4 vor proteolytischer Degradation – ein Effekt, der auch in Kombination mit 
neutralisierenden anti-IL-4 Antikörpern beobachtet wurde (Finkelmann et al., 1993).  
Zunächst wurde die Expression des Rezeptors in Tabakblättern bestätigt. Das Protein 
konnte sowohl bei apoplasmatischer als auch bei ER-retardierter Lokalisation im Western-
Blot nachgewiesen werden. Das apparente Molekulargewicht des IL-4 Rezeptors lag bei etwa 
32 kDa und damit etwa 6 kDa über dem rechnerischen Molekulargewicht des Proteins auf der 
Basis seiner Aminosäuresequenz. Dieser Größenunterschied ist wahrscheinlich auf Glyko-
sylierungen des IL-4 Rezeptors im pflanzlichen Expressionssystem zurückzuführen. Die 
Nutzung der vier verbliebenen N-Glykosylierungsstellen des verwendeten IL-4 Rezeptors 
ergibt eine Erhöhung des Molekulargewichtes um etwa 6,4 kDa. Je nach Lokalisation des 
IL-4 Rezeptors wurden unterschiedliche Bandenmuster im Western-Blot nachgewiesen, die 
auf heterogene Glykosylierungen des Proteins besonders bei sekretierter Lokalisation hindeu-
ten. Unterschiede im Glykosylierungsmuster des rekombinant produzierten IL-4 Rezeptors 
wurden auch bei der Expression des Proteins in CHO und Insektenzellen beschrieben, wobei 
die Glykosylierungen je nach Expressionssystem unterschiedlich stark erfolgten (Shen et al., 
1996) und das Molekulargewicht des nativen IL-4 Rezeptors (mit sechs N-Glykosylierungs-
stellen) aus Sf-9 Zellen beispielsweise bei 37,5 kDa bzw. aus CHO Zellen bei 38,2 kDa liegt 
(Hage et al., 1998; Rajan et al., 1995). 
Zur Überprüfung der Effekte einer Koexpression von IL-4 DM und IL-4 Rezeptor wurden 
Expressionsstudien koinfiltrierter Tabakblätter und übertransformierter BY-2 Suspensions-
zellen durchgeführt. Die Bildung von IL-4 DM/IL-4 Rezeptor-Komplexen konnte im Protein-
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extrakt koinfiltrierter Tabakblätter anhand reduzierender und nicht-reduzierender Western-
Blot Analysen visualisiert werden. Damit wurde auch der Nachweis erbracht, daß beide 
Proteine korrekt gefaltet und der IL-4 Rezeptor funktional von Pflanzenzellen gebildet wird. 
Die Western-Blot Proteinsignale der Proben aus Koinfiltrationen waren zwar sowohl für 
IL-4 DM als auch für CD124 tendenziell intensiver als die entsprechenden Referenzansätze, 
doch konnte eine eindeutige Stabilisierung von IL-4 DM nicht nachgewiesen werden. Die 
Tatsache, daß der IL-4 Rezeptor anscheinend im Gegenzug durch IL-4 DM leicht stabilisiert 
wurde, könnte ein Indiz dafür sein, daß die Expressionshöhe des IL-4 Rezeptors zu gering 
war, um einen positiven Effekt auf die Akkumulation von IL-4 DM ausüben zu können. Eine 
Abschätzung der Akkumulationsmenge des IL-4 Rezeptors im Western-Blot hätte diese 
Annahme untermauern können, doch konnte eine Quantifizierung aus Mangel an einem 
geeigneten Referenzprotein nicht erfolgen. Die Auswirkungen einer IL-4DM/IL-4 Rezeptor-
Komplexbildung in BY-2 Suspensionszellen konnten aufgrund des Abschaltens der IL-4 DM 
Expression in den übertransformierten Zellinien nicht untersucht werden. 
IV.1.5 Produktion und Reinigung von IL-4 DM in Tabakblättern und Suspensionskul-
turen 
Nach Bestimmung der optimalen Proteinlokalisation zur Akkumulation von IL-4 DM wurden 
drei pflanzliche Expressionssysteme für die Produktion des rekombinanten Proteins 
untersucht: (1) agroinfiltrierte Tabakblätter; (2) transgene Tabakpflanzen (Kerntransforma-
tion) und (3) transgene BY-2 Suspensionszellen.  
Bei der transienten Expression von IL-4 DM in Tabakblättern im analytischen Maßstab 
(bis 20 Blätter) wurden in der Regel Proteinmengen von 5-15 µg pro g FLW (entspricht 
0,06-0,2% TSP bei 8,5 mg gesamtlöslichem Protein pro g Blattmaterial) in Western-Blot 
Analysen und Oberflächenplasmonresonanzmessungen nachgewiesen. Die Proteinakkumu-
lation von IL-4 DM lag damit in einem Größenbereich, der für pharmazeutische Proteine 
typischerweise weniger als 0,1% TSP bzw. bei der Expression von Antikörpern etwa 
1,0% TSP beträgt (Ma et al., 2003).  
Zur Reinigung des IL-4 DM Proteins wurden Blätter im kg-Maßstab infiltriert. Dabei 
wurden deutlich geringere IL-4 DM Proteinmengen beobachtet, die Werte von 3 µg pro g 
FLW nicht überschritten. Die wahrscheinlichsten Gründe für die reduzierte Proteinausbeute 
bei Erhöhung des Produktionsmaßstabes sind zum einen die geringere Effizienz der Protein-
extraktion und zum anderen die nicht-selektive Ernte des gesamten infiltrierten Blattmaterials. 
Aus den Koexpressionsstudien mit dem Reporterprotein DsRed war bekannt, daß die Höhe 
der Fremdgenexpression in den infiltrierten Blättern stark variieren kann und von diversen 
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Faktoren – wie Infektivität der Agrobakterien, Qualität des Blattmaterials und Inkubations-
bedingungen der infiltrierten Blätter – beeinflußt wird. Diese Parameter können bei Ver-
größerung der infiltrierten Blattmenge nicht annähernd konstant gehalten werden, so daß eine 
optimale transiente Expression nicht gewährleistet werden kann. Darüber hinaus war zum 
Zeitpunkt der Durchführung der Reinigungsversuche das „Monitoring“ der transienten 
Expression durch DsRed Koexpression noch nicht möglich, so daß eine gezielte Auswahl 
hoch exprimierender Blätter nicht erfolgen konnte. Stattdessen wurde das gesamte Blatt-
material aufgearbeitet und mit nicht-exprimierenden Blättern kontaminiert. Dies hatte einen 
Verdünnungseffekt zur Folge und reduzierte die Menge an löslichem IL-4 DM im Gesamt-
proteinextrakt. Da die Proteinmenge im Ausgangsmaterial äußerst kritisch für das Gelingen 
und die Effizienz der anschließenden Reinigungsschritte ist (Evangelista et al., 1998), wird 
die Qualität agroinfiltrierter Tabakblätter am Institut für Biologie VII der RWTH Aachen 
mittlerweile standardmäßig anhand der Koinfiltration mit DsRed kontrolliert (Dr. Thomas 
Rademacher, pers. Mitteilung). 
Die Expression von IL-4 DM in stabil transformierten Tabakpflanzen konnte sowohl für 
die T0- als auch für die T1-Generation in Western-Blot Analysen nachgewiesen werden. Die 
höchste Proteinakkumulation in der T1-Generation betrug zwischen 1,4 und 5,0 µg pro g FLW 
(entspricht 0,02-0,06% TSP) und lag somit um den Faktor 3 unterhalb der höchsten Werte aus 
transienten Expressionsstudien. Unterschiede in bezug auf die Regenerationsfähigkeit oder 
auf die durchschnittliche bzw. maximale Proteinexpression konnten für die verschiedenen 
getesteten IL-4 DM Konstrukte (pTRAhc-di IL-4 DM, pTRAkt-mo IL-4 DM, pTRAkc-SPIL-
di IL-4 DM) nicht beobachtet werden. Auf eine genetische Charakterisierung der transgenen 
Linien mußte aus Zeitgründen verzichtet werden, so daß keine gesicherten Aussagen über 
eine Korrelation von integrierter Genkopienzahl und Expressionshöhen bzw. „silencing“ 
Phänomenen gemacht werden konnten, obwohl die Ergebnisse der Segregationsanalysen 
einiger der besten T1-Linien auf das Vorliegen mehrerer Kopien der Expressionskassette 
hindeuteten. 
Da die transiente IL-4 DM Expression in Tabakblättern höhere Proteinausbeuten lieferte 
und zudem eine größere Flexibilität der Produktion von IL-4 DM im Labormaßstab ermög-
lichte, wurde das Blattmaterial zur Reinigung des Proteins aus Tabakbättern auf diesem 
Weg – und nicht über transgene Pflanzen – gewonnen. Grundsätzlich stellt die Aufarbeitung 
und Reinigung eines rekombinanten Proteins den anspruchsvollsten und kostenintensivsten 
Arbeitsschritt dar, der zwischen 80 und 90% der gesamten Produktionskosten ausmacht 
(Evangelista et al., 1998). Daher ist – abgesehen von der Optimierung der Expressionshöhe – 
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die effiziente Extraktion des Proteins und das Vorhandensein selektiver Reinigungsschritte 
von entscheidender Bedeutung für die Rentabilität eines Expressionssystems. Durch 
Optimierung des Proteinextraktionspuffers konnte die extrahierte Menge an IL-4 DM deutlich 
gesteigert werden. Die immensen Auswirkungen, die die hohe Ionenstärke des IL-4 DM 
Proteinextraktionspuffers hatte, wurden in ähnlicher Weise auch bei der Extraktion von 
Avidin und Aprotinin aus Maiskörnern beschrieben (Kusnadi et al., 1998; Azzoni et al., 
2002). Eine hohe Salzkonzentration des Extraktionspuffers scheint somit oftmals einen 
positiven Effekt auf die Proteinextraktion unabhängig vom verwendeten Pflanzenmaterial zu 
haben.  
Zur Reinigung von IL-4 DM aus Pflanzenmaterial wurden Reinigungsprotokolle der 
bakteriellen IL-4 DM Produktion an das Pflanzensystem angepaßt. Korrekt gefaltetes 
IL-4 DM konnte in einem zweistufigen Reinigungsschritt, bestehend aus Kationenaustausch-
chromatographie und Zn-IMAC, um den Faktor 14 angereichert in einer Endkonzentration 
von 7 µg pro ml aus Blattmaterial isoliert werden. Der Anteil an gereinigtem Protein in bezug 
auf die ursprüngliche Menge an IL-4 DM im Gesamtproteinextrakt war mit etwa 15% zwar 
gering; doch ist zu bedenken, daß die Reinigungsschritte der Kationenaustauschchromato-
graphie und Zn-IMAC originär für die Reinigung von IL-4 DM aus E. coli konzipiert wurden. 
Die vorhandenen Reinigungsprotokolle wurden auf das Pflanzensystem übertragen und an 
dieses angepaßt, doch konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit kein optimiertes Reini-
gungsschema zur Isolierung von IL-4 DM aus Pflanzenextrakten entwickelt werden. 
Sicherlich ließe sich die isolierbare IL-4 DM Proteinmenge unter Einbeziehung alternativer 
Reinigungsstrategien – z.B. mittels Antikörper-basierter Affinitätschromatographie – noch 
steigern. Bei der Anreicherung rekombinanter Proteine aus Pflanzenmaterial wird regelmäßig 
beobachtet, daß die Proteinausbeuten von der Natur des Proteins und dessen Akkumulations-
höhe, aber auch von der Anzahl und der Selektivität der benötigten Reinigungsschritte 
abhängig sind und nur im günstigsten Fall über 50% liegen (Valdes et al., 2003, Azzoni et al., 
2002). Während Avidin in einem – extrem selektiven – Reinigungsschritt zu 90% und um den 
Faktor 100 angereichert werden kann, sind bei der Reinigung von GUS vier Reinigungs-
schritte notwendig, und nur 27% des produzierten Proteins werden zurückgewonnen (Kusnadi 
et al., 1998). Eine ähnlich geringe Effizienz wird auch bei der kommerziellen Produktion von 
Trypsin beobachtet, wobei das finale Produkt – im Unterschied zum IL-4 DM – dann einen 
Reinheitsgrad von über 95% aufweist (Woodard et al., 2003).  
Die unmittelbare Reinigung des Proteins nach Aufschluß des Blattmaterials ist ebenfalls 
von großer Bedeutung, um den proteolytischen Abbau durch freigesetzte Proteasen, 
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Oxidationsreaktionen, Quervernetzungen und Aggregationen des Proteins zu minimieren 
(Kusnadi et al., 1997). Eine direkte Reinigung des IL-4 DM konnte aus versuchstechnischen 
Gründen jedoch nicht immer realisiert werden. Es ist anzunehmen, daß durch die zeitliche 
Verzögerung der Reinigung die Proteinausbeuten reduziert wurden, zumal die allgemeine 
Tendenz von IL-4 DM zur Aggregation mit pflanzlichen Polymeren nicht nur für das BY-2 
System, sondern auch für Extrakte von Tabakblättern nachgewiesen worden war (Daten nicht 
gezeigt). 
Auch für das BY-2 System wurde die Expression von IL-4 DM anhand transgener BY-2 
Suspensionszellen in Western-Blot Analysen nachgewiesen. Die erreichten Proteinmengen 
lagen bei 0,2-0,6 µg sekretiertem IL-4 DM pro ml Kulturüberstand und entsprachen zunächst 
den Proteinmengen, die von Magnuson et al. (1998) bei der Expression von nativem, 
humanem IL-4 für NT-1 Suspensionszellen beschrieben wurden. Durch Übertransformation 
moderat exprimierender BY-2 Zellinien ließ sich die Menge an sekretiertem IL-4 DM um den 
Faktor 5-10 auf bis zu 1,5-3,8 µg pro ml steigern. Die Expressionsraten der übertransformier-
ten BY-2 Zellinien liegen im oberen Bereich der beschriebenen Proteinmengen bei sekretier-
ter Produktion rekombinanter Proteine in Pflanzenzellen, die typischerweise in den Größen-
bereich von 0,1-1,0 µg pro ml fallen (James und Lee, 2001). Die Sekretion von IL-4 DM mit 
dem LPH* Signalpeptid erfolgte effizient; das Verhältnis von intrazellulärem zu sekretiertem 
IL-4 DM lag bei etwa 20:80. Im Unterschied dazu lagen bei Magnuson et al. (1998) 66% des 
produzierten IL-4 intrazellulär vor. Magnuson et al. (1998) verwendeten das native IL-4 
Signalpeptid zur Sekretion, so daß möglicherweise die verschiedenen Signalpeptide die 
Unterschiede in der Sekretionseffizienz bedingten. Bedauerlicherweise konnten aus der BY-2 
Transformation mit dem SPIL-di IL-4 DM Konstrukt, das das native IL-4 Signalpeptid zur 
Sekretion enthielt, keine IL-4 DM exprimierenden BY-2 Kalli isoliert werden, so daß ein 
direkter Vergleich der Sekretionssignale noch aussteht. Es besteht natürlich auch die Möglich-
keit, daß die verwendeten Pflanzenzellen – NT-1 und BY-2 – unterschiedlich effizient in der 
Sekretion von rekombinanten Proteinen sind. Auch bei der sekretierten Expression eines scFv 
unter Kontrolle des pflanzlichen PR1a Signalpeptides in NT-1 Suspensionszellen konnten 
60% des gebildeten Proteins die pflanzliche Zellwand nicht passieren (Xu et al., 2002); 
demgegenüber wiesen Firek et al. (1993) die effiziente Sekretion (97%) eines scFv bei 
Verwendung des gleichen Signalpeptides in Tabaksuspensionszellen nach, welche aus 
transgenen Pflanzen etabliert worden waren. 
Die sekretierte Produktion von IL-4 DM stellte einen wesentlichen Vorteil der BY-2 
Suspensionszellen gegenüber den intakten Tabakpflanzen bezüglich der Reinigung des 
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Proteins dar. Zur Bestimmung des optimalen Erntezeitpunktes wurden Zeitreihenversuche mit 
Schüttelkolbenkulturen durchgeführt, in denen sich herausstellte, daß IL-4 DM wachstums-
gekoppelt produziert wird. Das Protein akkumulierte stetig im Kulturmedium bis 5,5 dpi, 
dann nahm die Konzentration des Proteins ab, und innerhalb eines Tages war kein IL-4 DM 
mehr nachweisbar. Die Stabilität rekombinanter Proteine ist in pflanzlichen Kulturmedien per 
se meist gering (James et al., 2001; Sharp und Doran, 2001b). Darüber hinaus ist das unver-
mittelte Verschwinden rekombinanter Proteine aus dem Kulturmedium ein Phänomen, das 
häufig auftritt und zeitlich meist mit dem Ende der logarithmischen Wachstumsphase und 
dem Übergang in die stationäre Phase für unterschiedliche pflanzliche Suspensionszellen 
zusammenfällt (Magnuson et al., 1996; James et al., 2000; Sharp und Doran, 2001b; Huang 
et al., 2001; Kwon et al., 2003). In verschiedenen Fällen konnte das Verschwinden des 
Proteins durch Zusatz von stabilisierenden Agentien wie PVP (Magnuson et al., 1996; 
LaCount et al., 1997; Sharp und Doran, 2001b), Gelatine (Kwon et al., 2003) oder BSA 
(James et al., 2000) zeitlich verzögert werden. Es sind jedoch keine allgemein gültigen 
Faktoren bezüglich der Stabilisierung von Fremdproteinen zu erkennen, da teilweise nur eines 
der möglichen Agentien einen positiven Effekt ausübt (Kwon et al., 2003). Die Testung dieser 
Komponenten zur Stabilisierung von IL-4 DM hatte keinen Effekt auf die Protein-
akkumulation (James und Lee, 2001; Schmale, 2002), so daß auch keine indirekten Hinweise 
auf eine vermehrte Degradation von IL-4 DM im Kulturmedium gefunden wurden. Neben 
dem vermehrten proteolytischen Abbau rekombinanter Proteine im Verlauf der Kultivierung 
werden Denaturierung, Adsorption und Aggregation der Proteine als weitere Ursachen für das 
Verschwinden rekombinanter Proteine diskutiert (Doran und Sharp, 2001). In diesem 
Zusammenhang werden die Änderungen des pH-Wertes und der Osmolarität des Mediums im 
Verlauf der Kultivierung als mögliche aggregationsfördernde Faktoren benannt – ein 
Zusammenhang, der aus der Expression von Antikörpern in Hybridomakulturen bekannt ist 
(Franco et al., 1999). Obwohl einige Versuche zur systematischen Identifizierung der destabi-
lisierenden Faktoren unternommen wurden (Sharp und Doran, 2001b; Tsoi und Doran, 2002), 
zeichnet sich noch kein genaues Bild bezüglich der Ursachen für die Instabilität und das 
Verschwinden rekombinanter Proteine im pflanzlichen Kulturüberstand ab. Es scheinen 
vielmehr verschiedene Mechanismen greifen zu können, deren Bedeutung je nach Kulti-
vierungszeitraum zu- oder abnimmt. Aus den Untersuchungen zur Stabilisierung von 
IL-4 DM im Kulturmedium und zur Erhöhung der Sekretionseffizienz, die von Kathrin 
Schmale im Rahmen ihrer Diplomarbeit (2002) durchgeführt wurden, konnte nur durch die 
Zugabe von EDTA, die einen Tag vor Ernte in einer Endkonzentration von 5 mM erfolgte, die 
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Menge an IL-4 DM im Kulturüberstand um den Faktor 4 erhöht werden. Die höheren Protein-
mengen wurden einer effizienteren Sekretion des Proteins zugeschrieben, da der Zusatz von 
EDTA die zweiwertigen Magnesiumionen, welche an der Aufrechterhaltung der Zellwand-
struktur mitwirken (Stryer, 1991), zu binden vermag. Diese Erklärung scheint jedoch fraglich, 
zumal bei der Protoplastierung der BY-2 Zellen durch Pektinase-Verdau kein zusätzliches 
IL-4 DM freigesetzt werden konnte. Im Unterschied dazu konnten Matsumoto et al. (1995) 
für das basische Protein Erythropoietin durch Pektinasebehandlung nachweisen, daß das 
20 kDa große Protein im apoplamatischen Raum akkumulierte und sich wahrscheinlich mit 
Zellwandbestandteilen assoziierte. Auch IL-4 DM ist ein basisches Protein mit einer 
ausgeprägten Tendenz zur Bindung von Glucosaminoglykanen, den Oligosaccharidanteil von 
Proteoglycanen (Lortat-Jacob et al., 1997). Es erscheint daher wahrscheinlich, daß der Zusatz 
von EDTA die Aggregation/Assoziation von IL-4 DM mit nicht-identifizierten Carbohy-
drat-haltigen pflanzlichen Polymeren minimierte. Unterstützt wird diese Annahme durch die 
Tatsache, daß Pflanzenzellen im Verlauf der Kultivierung zunehmend Polysaccharide 
sekretieren, die eine Erhöhung der Viskosität des Kulturmediums zur Folge haben (Panda 
et al., 1989; van Gulik et al., 2001) und diese mögliche Zielstrukturen für die Bindung von 
IL-4 DM darstellen. Wahrscheinlich werden durch den Zusatz von EDTA auch Proteasen im 
Kulturüberstand von BY-2 Zellen inhibiert. Degradationsprozesse scheinen allerdings nur von 
untergeordneter Bedeutung für das Verschwinden von IL-4 DM aus dem Kulturmedium zu 
sein, da zu keiner Zeit Hinweise auf Degradationen von IL-4 DM im BY-2 Kulturüberstand 
z.B. in Form von Degradationsbanden bei Western-Blot Analysen beobachtet werden 
konnten. Darüber hinaus konnte bakterielles IL-4 DM Referenzprotein, das in Kultivierungs-
versuchen dem Kulturmedium transgener BY-2 Kulturen zugegeben wurde, über einen 
Zeitraum von mindestens 5 Tagen stabil und in unveränderter Proteinkonzentration im 
Kulturmedium nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). 
Durch Etablierung eines kontinuierlichen Fermentationsprozesses konnte das Wachstum 
der Pflanzenzellen über einen längeren Zeitraum in einem quasi-logarithmischen Zustand 
gehalten und das Verschwinden von IL-4 DM aus dem Kulturüberstand unterbunden werden 
(Schmale, 2002). Daher stellt diese Produktionsstrategie eine äußerst effiziente Methode zur 
Optimierung der Produktion von IL-4 DM in Pflanzenzellen dar. 
Für die Reinigung von IL-4 DM aus tiefgefrorenem BY-2 Kulturüberstand mußte zunächst 
ein Protokoll zur Reextraktion des Proteins aus einem Zentrifugationspellet unbekannter 
Zusammensetzung erstellt werden. Die Probleme, die aufgrund der zeitlichen Trennung von 
Produktion und Reinigung des Proteins entstanden, belegten einerseits die generelle Notwen-
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digkeit der unmittelbaren Aufarbeitung der Fermentationsernten zur Optimierung der Protein-
ausbeute. Andererseits stellte die Aggregation von IL-4 DM im Zentrifugationspellet des 
Fermentationsüberstands einen effizienten Konzentrierungsschritt dar, der die Reinigung des 
Proteins mit einfachster Ausstattung ermöglichte. Auf diese Weise konnte IL-4 DM nach 
Reextraktion mit nur einem Reinigungsschritt um den Faktor 100 angereichert in einer End-
konzentration von bis zu 50 µg pro ml gereinigt werden. Die Ausbeute an IL-4 DM, die 
erfolgreich mittels Zn-IMAC aus den Überständen der Reextraktionsschritte gereinigt wurde, 
lag bei fast 80%. Da jedoch ein Großteil (70%) der ursprünglichen Proteinmenge aus der 
Fermentationsernte im Rahmen des Einfrierens und der Zentrifugations-Reextraktions-Pro-
zedur verloren ging, betrug die Ausbeute an gereinigtem IL-4 DM in bezug auf die produ-
zierte Proteinmenge im Fermentationsüberstand nur 25%. Wie bereits für die Tabakpflanzen 
angemerkt, gilt auch für das BY-2 System, daß sich durch direkte Aufarbeitung der Fermen-
tationsernte die Menge an gereinigtem IL-4 DM sicherlich steigern ließe. 
IV.2 Nachweis der Funktionalität von IL-4 DM  
Die Funktionalität von IL-4 DM wurde sowohl für Proben aus dem BY-2 System als auch für 
Proben aus Tabakpflanzen durch Nachweis der Bindung des Proteins an die humanen 
Zellinien Ramos und L-540 in durchflußzytometrischen Untersuchungen bestätigt. Weiter-
gehende Studien zur exakten Bestimmung des Anteils an korrekt gefaltetem Protein und zum 
Vergleich der Aktivitäten des pflanzlichen IL-4 DM und des bakteriellen IL-4 DM Referenz-
proteins konnten aus Zeitgründen nicht durchgeführt werden. Magnuson et al. (1996) 
bestimmten die Funktionalität von IL-4 nach Expression in NT-1 Zellen anhand von Proli-
ferationsstudien; dabei entsprach die biologische Aktivität des pflanzlich produzierten IL-4 
lediglich 25% der erwarteten Aktivität auf der Grundlage der eingesetzten Proteinmenge. Im 
Rahmen dieser Arbeit konnten im Zusammenhang mit der Reinigung von IL-4 DM jedoch 
indirekte Hinweise auf den Anteil an aktivem pflanzlichen IL-4 DM erbracht werden. Da die 
Zn-IMAC ein selektiver Reinigungsschritt für funktionales IL-4 DM ist, kann aufgrund des 
geringen Verlustes in den Durchflußfraktionen der Reinigungsversuche angenommen werden, 
daß der überwiegende Anteil des produzierten Proteins in der korrekten Konformation vorlag. 
Eine exakte Bestimmung des Anteils an funktionalem Protein und eine vergleichende Charak-
terisierung der Aktivität des pflanzlichen IL-4 DM Proteins und der bakteriell produzierten 
Variante wären sicherlich wünschenswert gewesen, zumal diese Untersuchungen wichtige 
Informationen für die abschließende Bewertung der unterschiedlichen Expressionssysteme 
zur Produktion von IL-4 DM geliefert hätten. 
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IV.3 Biochemische Charakterisierung des pflanzlichen IL-4 DM 
Neben der Proteinausbeute und dem Nachweis der Funktionalität sind die Integrität und 
Homogenität des produzierten Proteins weitere relevante Aspekte für die Bewertung der 
Qualität eines heterologen Expressionssystems. Daher wurden die Aminosäuresequenzen der 
N- und C-Termini von pflanzlich exprimierten IL-4 DM Proben durch Edman-Abbau be-
stimmt und die Glykosylierungen des Proteins analysiert. 
Die Aminosäuresequenz des N- und C-Terminus von IL-4 DM, das aus dem Kultur-
überstand von BY-2 Susensionszellen angereichert worden war, stimmte uneingeschränkt mit 
der Sequenz des nativen humanen IL-4 DM überein. Demgegenüber war der N-Terminus der 
IL-4 DM Probe, die aus transient infiltriertem Blattmaterial gereinigt worden war, nicht 
einheitlich und enthielt zu 66% eine zusätzliche N-terminale Aminosäure, die der letzten 
Aminosäure der LPH* Signalpeptides entsprach. Bei Verwendung des LPH* Signalpeptids in 
Kombination mit einem anderen rekombinanten Protein zur Expression in Tabakblättern 
wurde das Sekretionssignal ebenfalls teilweise inkorrekt gespalten (Dr. Stefan Schillberg, 
Fraunhofer IME Aachen, pers. Mitteilung). Aus Mangel an Probenmaterial konnte das alter-
native IL-4 DM Konstrukt mit dem nativen IL-4 Signalpeptid nicht analysiert werden; 
möglicherweise erfolgt die Spaltung in diesem Fall stets an der korrekten Stelle. Matsumoto 
et al. (1995) nutzten das native Sekretionssignal zur Expression von Erythropoietin in BY-2 
Suspensionszellen, und das Protein wurde korrekt prozessiert. Andererseits sind auch Bei-
spiele bekannt, bei denen die Verwendung des originalen Signalpeptides bei Expression in 
Tabakblättern neben der korrekten Proteinsequenz zusätzlich verkürzte bzw. verlängerte 
Sequenzen zur Folge hatte (Sehnke und Ferl, 1999; Gruber et al., 2001). Unterschiede in der 
Prozessierung eines Chloroplastentransitpeptides zwischen monokotyledonen und dikotyle-
donen Pflanzen sind ebenfalls beschrieben worden (van Breusegem et al., 1998). Dennoch 
war die Tatsache, daß das LPH* Signalpeptid in Tabakblättern und BY-2 Suspensionszellen 
teilweise unterschiedlich gespalten wird, ein unerwartetes Ergebnis. Für die Gewinnung 
rekombinanter Proteine in den monokotyledonen Expressionssystemen Mais und Reis wird 
bevorzugt das pflanzliche Signalpeptid der α-Amylase genutzt. Die korrekte Spaltung wurde 
bereits für fünf Proteine belegt (Kusnadi et al., 1998; Terashima et al., 1999; Zhong et al., 
1999; Huang et al., 2002; Woodard et al., 2003). Sijmons et al. (1990) und Leite et al. (2000) 
konnten mit pflanzlichen Signalpeptiden rekombinante Proteine korrekt prozessiert in Tabak 
exprimieren. Möglicherweise führen pflanzliche Signalsequenzen häufiger zu einer korrekten 
Abspaltung des Sekretionssignals. Die Spaltstelle einer Signalsequenz wird allerdings auch 
stets von der N-terminalen Sequenz des rekombinanten Proteins beeinflußt (von Heijne, 1983 
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und 1985) und kann dadurch von der gewünschten Position abweichen. Folglich ist die 
empirische Validierung der N-terminalen Aminosäuresequenz für jedes rekombinante Protein 
unerläßlich. 
Zum Nachweis der Glykosylierung von pflanzlichem IL-4 DM wurden immunologische 
und massenspektroskopische Analysen durchgeführt. IL-4 liegt im humanen System in 
diversen Glykosylierungsformen mit Molekulargewichten zwischen 15 und 19 kDa vor (Paul, 
1991). Es besitzt zwei potentielle N-Glykosylierungsstellen an den Positionen N38 und N105. 
Allerdings wird in der Regel sowohl im humanen System als auch bei heterologer Expression 
nur die Glykosylierungstelle an Position N38 glykosyliert (Carr et al., 1991; Solari et al., 
1989). Auch für die pflanzlich exprimierte IL-4 DM Variante wurden bei massenspektrosko-
pischen Analysen des tryptisch verdauten Proteins eindeutige Hinweise darauf gefunden, daß 
N105 nicht glykosyliert wird (Daten nicht gezeigt).  
Obwohl alle eukaryotischen Expressionssysteme bei sekretorischer Proteinlokalisation 
Zuckerreste an Glykosylierungsmotive in rekombinanten Proteinen anheften, unterscheiden 
sich die resultierenden Glykosylierungsmuster aufgrund der verschiedenen Ausstattungen an 
modifizierenden Enzymen. Rekombinante Proteine pflanzlichen Ursprunges haben in der 
Regel keine terminale Galactose und Sialinsäure-Reste, die in Säugetierzellen ubiquitär sind. 
Demgegenüber weisen pflanzliche Proteine α-1,3-verknüpfte Fucosereste, die in Säuge-
tierzellen α-1,6-glykosidisch verknüpft sind, und β-1,2-verknüpfte Xylose auf, die in 
Säugetierzellen vollständig fehlt (Gomord et al., 2004). Ein weiteres Charakteristikum 
pflanzlicher Expressionssysteme ist die ausgeprägte Tendenz zur heterogenen Glykosylierung 
pflanzeneigener und rekombinanter Proteine (Sturm et al., 1987; Bakker et al., 2001). 
Gleichzeitig hat nicht nur das Zielkompartiment, sondern auch die Proteinkonformation und 
die Zugänglichkeit einer Glykosylierungsstelle einen großen Einfluß auf die Modifikation der 
Zuckerstruktur (Faye et al., 1986; Mokrzycki-Issartel et al., 2003). Unterschiede in der 
Glykosylierung können sowohl die Konformation und Stabilität eines Proteins als auch seine 
biologische Aktivität beeinflussen. Außerdem stellen bestimmte pflanzliche Zuckerstrukturen 
– u.a. α-1,3-verknüpfte Fucosereste und β-1,2-verknüpfte Xylosereste – potentielle Immuno-
gene dar (Wilson et al., 1998 und 2001; Bardor et al., 2003). Mögliche Auswirkungen, die die 
Anwendung pflanzlicher Pharmazeutika mit entsprechenden Zuckerstrukturen auf den 
Rezipienten/Patienten haben kann, sowie Strategien zur Humanisierung der pflanzlichen 
Glykosylierungsmuster in rekombinanten Proteinen – beispielsweise das Zurückhalten der 
Glykoproteine im ER oder die Modifizierung der pflanzlichen Glykosylierungsmaschinerie – 
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werden zur Zeit intensiv untersucht (Chargelegue et al., 2000; Bakker et al., 2001; Sriraman 
et al., 2004; Strasser et al., 2004). 
Die Glykosylierungsmuster, die für die pflanzlich exprimierten IL-4 DM Proben nachge-
wiesen wurden, waren nicht einheitlich. Neben der typischen „complex-type“ Glykosylierung 
GnGnXF, die für sekretierte Proteine charakteristisch ist und sowohl für die Probe aus Tabak-
blättern als auch für die Probe aus BY-2 Kulturüberstand nachgewiesen wurde, wurde für 
beide Expressionssysteme ein weiteres Glykosylierungsmuster detektiert, in dem ein 
terminaler N-Acetylglucosamin-Rest fehlt (GnMXF). Darüber hinaus wurde für die IL-4 DM 
Probe aus Tabakblättern ein drittes Glykosylierungsmuster bestimmt, das dem klassischen 
vakuolären Glykosylierungstyp entspricht (MMXF) und das bei 40% der IL-4 DM Moleküle 
vorlag. Die identifizierten Glykosylierungsmuster des IL-4 DM aus Tabakblättern wurde auch 
von Mokrzycki-Issartel et al. (2003) in ähnlicher Häufigkeit für eine Glykosylierungsstelle 
einer sekretiert exprimierten Lipase sowie von Elbers et al. (2001) bei Expression eines IgG 
Antikörpers nachgewiesen. Die zurückgetrimmten Glykosylierungsmuster GnMXF und 
MMXF in IL-4 DM könnten durch die Aktivität apoplasmatisch lokalisierter bzw. während 
des Zellaufschlusses freigesetzter Exoglykosidasen aus dem „complex-type“ GnGnXF 
entstanden sein (Lerouge et al., 1998). Die Zuckerstrukturen könnten aber auch einen Hinweis 
darauf geben, daß ein Teil des IL-4 DM Proteins in Tabakblättern nicht unmittelbar sekretiert 
wird, sondern stattdessen teilweise und/oder temporär in die Vakuole geschleust wird, zumal 
das vakuoläre Glykosylierungsmuster MMXF nur für die IL-4 DM Probe aus Tabakblättern 
nachgewiesen wurde. Zur Überprüfung dieser Annahme wäre die Analyse der Glykosylierung 
des in BY-2 Zellen intrazellulär vorliegenden IL-4 DM Proteins angebracht, die jedoch aus 
Zeitgründen nicht im Rahmen dieser Arbeit erfolgen konnte. Detaillierte Analysen der Glyko-
sylierungsmuster rekombinant exprimierter Proteine in BY-2 Suspensionszellen wurden noch 
nicht publiziert, doch wurden die Zuckerstrukturen der nativen sekretierten Proteine von 
BY-2 Suspensionszellen von Misaki et al. (2001) bestimmt. Im Unterschied zum rekombinant 
exprimierten IL-4 DM konnte die klassische „complex-type“ Glykosylierung GnGnXF nicht 
nachgewiesen werden, und der Anteil an α-1,3-fucosylierten Proteinen betrug nur 14%, 
wohingegen das sekretierte IL-4 DM zu 100% fucosyliert vorlag. 
IV.4 Bewertung der pflanzlichen Expressionssysteme zur Produktion von IL-4 DM 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daß Pflanzenzellen zur Gewinnung des 
pharmazeutischen Proteins IL-4 DM geeignet sind. Das Protein wurde funktional in 
Tabakblättern und in BY-2 Suspensionszellen gebildet, konnte gereinigt und biochemisch 
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charakterisiert werden. Die Integrität und Homogenität eines rekombinanten pharma-
zeutischen Proteins ist ein wichtiges Kriterium für die Beurteilung eines heterologen 
Expressionssystems (Miele, 1997). Anhand der biochemischen Analysen wurde belegt, daß 
das sekretierte IL-4 DM in Suspensionszellen homogener prozessiert wird als in Tabak-
blättern. Darüber hinaus war die Produktion größerer Mengen des Proteins für den Labormaß-
stab dank des Vorhandenseins von Bioreaktoren mit dem BY-2 System innerhalb kurzer Zeit 
realisierbar, und die Sekretion von IL-4 DM ins Kulturmedium erlaubte nicht nur eine 
kontinuierliche Ernte von Probenmaterial, sondern erleichterte gleichzeitig die Reinigung des 
Proteins. Da auch die akkumulierten Proteinmengen in Tabakblättern nicht wesentlich höher 
waren und die Kultivierung in Biorekatoren die Produktion pharmazeutischer Proteine unter 
cGMP Bedingungen ermöglicht (Doran, 2000), stellen die BY-2 Pflanzenzellen das 
günstigere pflanzliche Produktionssystem zur Herstellung von IL-4 DM dar. Im Unterschied 
dazu konnte die Konkurrenzfähigkeit pflanzlicher Zellkulturen gegenüber intakten Pflanzen in 
anderen vergleichenden Expressionsstudien bis jetzt noch nicht gezeigt werden. Meist sind 
die Expressionsraten, die in Suspensionszellen erreicht werden, zu gering (James und Lee, 
2001) und liegen bei direktem Vergleich in der Regel deutlich unter denen, die für intakte 
Pflanzen erreicht werden können (Fischer et al., 1999c).  
Ein gewichtiger Nachteil des BY-2 Systems besteht allerdings in der mehrfach beobachte-
ten Instabilität der Expression. Der Verlust der Fremdgenexpression ist ein Problem, das in 
jedem heterologen Expressionssystem auftritt, das aber zumindest für mikrobielle Wirte von 
untergeordneter Bedeutung ist, da neue Transformanten innerhalb kürzester Zeit generiert 
werden und Stammkulturen von hoch-exprimierenden Klonen angelegt werden können. 
Demgegenüber ist das „gene silencing“ in transgenen Pflanzen ein Phänomen, dessen 
Ursachen und Auswirkungen zwar seit geraumer Zeit erforscht werden (Meyer und Saedler, 
1996), das aber trotzdem nur eingeschränkt kontrolliert werden kann (de Wilde et al., 2000). 
Auch der Abfall und/oder Verlust der Expression rekombinanter Proteine in pflanzlichen 
Suspensionskulturen wird regelmäßig beobachtet (Sharp und Doran, 2001a/b; Huang et al., 
2001; Kwon et al., 2002). Neben „gene silencing“ Mechanismen können zusätzlich somaklo-
nale Variationen als Ursache für den Verlust der Expression in pflanzlichen Suspensions-
kulturen angesehen werden (Doran, 2000). 
Für den Vergleich der pflanzlichen Expressionssysteme mit anderen heterologen Produk-
tionssystemen, in denen IL-4 DM bzw. IL-4 ebenfalls hergestellt wurde, sollen an dieser 
Stelle wesentliche Merkmale der verschiedenen Systeme tabellarisch zusammengestellt wer-
den (Tab.6). 
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Tab. 6: Vergleich diverser IL-4 (DM) Expressionssysteme 
Protein und 
Expressionssystem 
Merkmale Proteinmenge Referenz 
IL-4; E. coli cytoplasmatische und sekretierte Expression; bei 
cytoplasmatischer Expression Bildung von „inclusion 
bodies“  
cytoplasmatisch: 
500 µg/ml 
sekretiert: 5 µg/ml 
Lundell et al., 1990 
IL-4 DM; E. coli cytoplasmatische Expression; „inclusion bodies“; 
Rückfaltung des Proteins (Effizienz: 20-30%) 
nach Reinigung: 
1-2 µg/ml 
(Reinheit >95%) 
Kruse et al., 1991 
IL-4 DM; E. coli cytoplasmatische Expression; „inclusion bodies“; 
Rückfaltung des Proteins und Reinigung der korrekten 
Konformation über HPLC 
10,2 mg/ml FY Dr. Heiner Apeler, 
pers. Mitteilung 
IL-4; S. cerevisiae sekretierte Expression mit Signalpeptid des Hefe 
Präpro-α-Paarungsfaktors; korrekte N-terminale 
Sequenz; Nachweis der biologischen Aktivität; Protein 
ist glykosyliert: MW: 16,7 kDa; teilweise 
Hyperglykosylierung des Proteins (MW: 50 kDa),  
0,6-0,8 µg/ml Solari et al., 1989; 
Paul, 1991 
Fc-IL-4 Fusion; Maus 
Myeloma NS/0 oder 
Hybridoma Sp2/0 
Ag14 Zellen 
sekretierte Expression mit murinem LPL Signalpeptid; 
Doppelbande im Western-Blot (heterogene 
Glykosylierung?) 
5 µg/ml Lo et al. 1998 
CHO Zellen k.A. < 10 µg/ml Dr. Heiner Apeler, 
pers. Mitteilung 
IL-4; NT-1 Suspen-
sionszellen 
sekretierte Expression mit nativem Signalpeptid; 
Nachweis der biologischen Aktivität; Proteingröße 
etwa: 19 kDa und Doppelbande im Western-Blot 
(heterogene Glykosylierung?) 
intrazellulär: 
0,28 µg/ml 
sekretiert: 
0,18 µg/ml 
Magnuson et al., 
1998 
IL-4 DM; Tabak-
blätter 
sekretierte Expression mit LPH* oder nativem Signal-
peptid, Nachweis der biologischen Aktivität; 
Mikroheterogenität des N- Terminus, C-Terminus 
korrekt; drei Glykosylierungsmuster („complex type“ 
GnGnXF, intermediäre Form GnMXF und vakuolärer 
Typ MMXF)  
transient: 
3-15 µg/g FLW 
stabil: 
1,4-5 µg/g FLW 
vorliegende Arbeit 
IL-4 DM; BY-2 
Suspensionszellen  
sekretierte Expression mit LPH* Signalpeptid; 
Nachweis der biologischen Aktivität; N- und 
C-Terminus korrekt; zwei Glykosylierungsmuster 
(„complex type“ GnGnXF und intermediäre Form 
GnMXF) 
intrazellulär: 
1,5 µg/g FCW 
sekretiert: 
0,2-3,8 µg/ml; 
(Durchschnitt: 
1,4 µg/ml) 
vorliegende Arbeit 
FY = „Fermentation yield“ (Fermentationsausbeute); FLW = „fresh leaf weight“ (Frischgewicht Blätter); FCW = fresh cell 
weight“ (Frischgewicht Zellen); k.A. = keine Angaben 
Mit Ausnahme der cytoplasmatischen Expression von IL-4 DM in E. coli liegen die erreichten 
Expressionshöhen in dem Größenbereich, der auch für die pflanzlichen Expression nachge-
wiesen wurde. Anscheinend produzieren alle eukaryotischen Expressionssysteme IL-4 (DM) 
heterogen glykosyliert, so daß sich Pflanzenzellen nicht weniger zur Produktion von glykosy-
liertem IL-4 DM eignen als andere eukaryotische Systeme. Da die Funktionalität des 
IL-4 DM jedoch unabhängig vom Glykosylierungszustand des Proteins ist, wurde und wird 
das bakterielle Expressionssystem zur Proteinproduktion bevorzugt. Die Proteinausbeuten in 
E. coli sind extrem hoch, und trotz der hohen Verluste, die bei der Aufarbeitung und 
Rückfaltung des Proteins aus „inclusion bodies“ entstehen, werden ausreichende Mengen an 
funktionalem IL-4 DM gewonnen, die die Rentabilität des Produktionssystems gewährleisten. 
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IV.5 Ausblick  
Obgleich das pflanzliche Expressionssystem mit dem bakteriellen Produktionssystem für die 
Herstellung von IL-4 DM unter ökonomischen Gesichtspunkten nicht konkurrieren kann, 
wäre eine abschließende Bewertung der Expressionssysteme E. coli und Pflanzenzellen ver-
früht, da die vergleichende Charakterisierung der Aktivitäten der glykosylierten und 
nicht-glykosylierten IL-4 DM Varianten noch nicht erfolgte. Das generelle Potential pflanz-
licher Expressionssysteme für die Produktion von glykosyliertem IL-4 DM im Vergleich zu 
anderen eukaryotischen Expressionssystemen konnte anhand der präsentierten Ergebnisse 
prinzipiell belegt werden. Während der Untersuchungen zur Produktion von IL-4 DM offen-
barten sich gleichzeitig aber auch häufig auftretende Widrigkeiten, die die Rentabilität und 
Akzeptanz pflanzlicher Produktionssysteme limitieren. Die wichtigsten Faktoren sind: (1) 
geringe Expressionshöhen, (2) ineffiziente Extraktion und Reinigung des Proteins, (3) Hetero-
genität des Produktes, (4) Instabilität des Produktionssystems. Bezogen auf BY-2 Suspen-
sionszellen, die das bevorzugte pflanzliche Expressionssystem zur Gewinnung von IL-4 DM 
darstellen, sind insbesondere Aspekte zur Optimierung der Reinigung des Proteins und zur 
Minimierung der Instabilität der Expression von Bedeutung.  
Die Reinigung von IL-4 DM erfolgte ausgehend von Vorschriften zur Reinigung des 
bakteriell exprimierten Proteins und wurde im Rahmen dieser Arbeit an das pflanzliche 
System adaptiert. Versuche zur weitergehenden Reinigung des Proteins über Heparinsäulen 
(Lortat-Jacob et al., 1997) verliefen vielversprechend für das bakterielle IL-4 DM Standard-
protein, konnten aber aus Zeitmangel nicht mehr für pflanzliche Proben untersucht werden. 
Darüber hinaus stellt die Affinitätsreinigung des Proteins mittels immobilisierter anti-IL-4 
Antikörper eine weitere Alternative zur weitergehenden Reinigung des Proteins dar. Zur 
Optimierung der Produktausbeute sollte die Reinigung in unmittelbarem Anschluß an die 
Ernte erfolgen, da IL-4 DM eine ausgeprägte Tendenz zur Aggregation mit pflanzlichen 
Polymeren aufweist. 
Um das Problem des Expressionsverlustes in pflanzlichen Zellkulturen kurzfristig zu mini-
mieren, sollte eine möglichst hohe Anzahl an transformierten Kalli – 200-1000 oder mehr – 
„gescreent“ werden, um mehrere hoch-exprimierende Zellinien zu isolieren (Magnuson et al., 
1998; Huang et al., 2001). Weiterhin empfiehlt es sich, für jedes transformierte Konstrukt 
mehrere transgene Zellinien dauerhaft in Flüssigkultur zu halten und die Fremdgenexpression 
regelmäßig zu überprüfen. Darüber hinaus wird die Etablierung zuverlässiger Kryokonser-
vierungsprotokolle zur langfristigen Lagerung pflanzlicher Stammkulturen einen wichtigen 
Beitrag zur Erhaltung hoch-exprimierender Zellinien leisten. Schließlich könnte das Problem 
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der somaklonalen Variationen in transgenen Zellinien durch Vereinzelung und wiederholte 
Passagen auf Selektionsmedium möglicherweise effizient reduziert werden. 
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V   Zusammenfassung 
Ziel dieser Arbeit war es, im Rahmen der Bayer-FhG Kooperation „A feasibility study for 
recombinant protein production in plants“ die Möglichkeiten pflanzlicher Expressionssysteme 
zur Produktion pharmazeutischer Proteine am Beispiel des potentiellen Anti-Allergikums 
IL-4 DM (Doppelmutein) zu bestimmen. Das Protein wurde in Tabakpflanzen und Tabak-
suspensionszellen des Kultivars BY-2 exprimiert, so daß zwei grundsätzlich verschiedene 
pflanzliche Produktionsplattformen verglichen werden konnten. 
Zur Steigerung der Proteinexpression wurde die IL-4 DM Gensequenz für Pflanzenzellen 
optimiert und synthetische IL-4 DM Genversionen mittels PCR-Technologie hergestellt. Bei 
der Analyse der verschiedenen Konstrukte in transienten Transformationen wurde allerdings 
nachgewiesen, daß die Kodonoptimierung keinen positiven Effekt auf die Expression von 
IL-4 DM in Tabak hat. Die Akkumulation von IL-4 DM wurde für beide Produktionssysteme 
in verschiedenen Zellkompartimenten untersucht. Die apoplasmatische Proteinlokalisation 
lieferte im Vergleich zur ER-Retardierung des Proteins stets die höchsten Akkumulations-
mengen. Tabakpflanzen wurden stabil transformiert, und die Expression von apoplasmatisch 
lokalisiertem IL-4 DM konnte für Transgene der T0- und der T1-Generation nachgewiesen 
werden, wobei die Proteinausbeuten bei bis zu 5 µg pro Gramm Blattmaterial lagen. In trans-
genen BY-2 Suspensionszellen wurde IL-4 DM mit hoher Effizienz sekretiert und konnte 
direkt aus dem Kulturüberstand geerntet werden. Die Produktion des Proteins ließ sich durch 
Übertransformation transgener BY-2 Zellinien mit IL-4 DM Konstrukten, die alternative 
IL-4 DM Gensequenzen und Selektionsmarker trugen, um den Faktor 5-10 auf bis zu 
1,5-3,8 µg pro ml Kulturmedium steigern. 
Ausgehend von etablierten Reinigungsprotokollen für das bakteriell exprimierte IL-4 DM 
Protein wurden Strategien zur Reinigung des Proteins für die untersuchten Pflanzensysteme 
entwickelt. Die Reinigungsschritte beruhten auf der Ausnutzung der physikalisch-chemischen 
Eigenschaften von IL-4 DM und ermöglichten die Anreicherung von funktionalem IL-4 DM 
sowohl aus Blattextrakt als auch aus BY-2 Kulturüberstand. Die Funktionalität des pflanzlich 
produzierten IL-4 DM wurde durch in vitro Bindung an IL-4 Rezeptor-überexprimierende 
humane Zellinien nachgewiesen. 
Für das BY-2 System konnte die korreke Abspaltung des Signalpeptids vom IL-4 DM 
Protein uneingeschränkt bestätigt werden, wohingegen das rekombinante IL-4 DM aus Tabak-
blättern zu 66% zusätzlich die letzte Aminosäure des Signalpeptids enthielt. IL-4 DM wird in 
Pflanzenzellen glykosyliert produziert, dabei wichen die Glykosylierungsmuster des Pro-
teins – unter anderem aufgrund des Vorhandenseins von pflanzenspezifischer α-1,3 ver-
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knüpfter Fucose und β-1,2 verknüpfter Xylose – geringfügig von den typischen Glyko-
sylierungsmustern in Säugetierzellen ab. Es wurden außerdem Unterschiede in den Glyko-
sylierungsmustern von IL-4 DM zwischen dem BY-2 System und aus Tabakblättern identi-
fiziert. Im Rahmen der vorliegenden Studie konnte die hohe Qualität des pflanzlich produ-
zierten IL-4 DM anhand biochemischer Untersuchungen belegt und somit die grundsätzliche 
Eignung von Pflanzenzellen für die Herstellung von funktionalem IL-4 DM nachgewiesen 
werden. 
 
Anhang  165 
VI  
VI.1 
 Anhang 
Abbildungsverzeichnis 
Abb. 1: Struktur von IL-4. .......................................................................................................................... 16
Abb. 2: Schema des Aufbaus und Verlaufs der vorliegenden Arbeit. ........................................................ 21
Abb. 3: Schematische Darstellung der orig IL-4 DM apo Expressionskassette in pSPAMks.................... 59
Abb. 4: Schematische Darstellung der orig IL-4 DM ER Expressionskassette in pSPAMks..................... 60
Abb. 5: DNA Sequenz der originalen IL-4 DM cDNA und der kodonoptimierten Genvarianten ............. 62
Abb. 6: Schema der synthetischen cDNA Herstellung mittels SOE-PCR Reaktionen............................... 64
Abb. 7: Agarosegelelektrophorese amplifizierter PCR-Produkte der kodonoptimierten di IL-4 DM 
  cDNA............................................................................................................................................. 65
Abb. 8: Schematische Darstellung der di IL-4 DM apo Expressionskassette in pSPAMks. ...................... 67
Abb. 9: Schematische Darstellung der mo IL-4 DM apo Expressionskassette in pUbinos. ....................... 67
Abb. 10: Plasmidkarte des Pflanzenexpressionsvektors pTRAkc-di IL-4 DM apo...................................... 68
Abb. 11: Schematische Darstellung der mo IL-4 DM apo Expressionskassette in pTRAkt......................... 69
Abb. 12: Anordnung der Oligonukleotide zur Synthese des nativen IL-4 Sekretionssignals SPIL.............. 70
Abb. 13: Schematische Darstellung der SPIL di IL-4 DM apo Expressionskassette in pTRAkc................. 71
Abb. 14: Schematische Darstellung der T-DNA von pTRAhc-di IL-4 DM apo. ......................................... 72
Abb. 15: Schematische Darstellung der IL-4DM-DsRed Tandemkonstrukte in pSPAMk bzw. pTRAk..... 73
Abb. 16: Schematische Darstellung der cTP di IL-4 DM apo Expressionskassette in pTRAkc. ................. 75
Abb. 17: Plasmidkarte des Chloroplastentransformationsvektors pPAC-di IL-4 DM.................................. 77
Abb. 18: Western-Blot Analyse der transienten IL-4 DM Expression in Tabakblättern. ............................. 80
Abb. 19: Western-Blot-basierter Nachweis von IL-4 DM Doppelbanden in infiltrierten Tabakblättern ..... 81
Abb. 20: Western-Blot Analyse der IL-4 DM Expression in T -Generationen transgener Tabakpflanzen.0 . 83
Abb. 21: Dot-Blot und Western-Blot Analysen der IL-4 DM Expression in T1-Generationen 
  transgener Tabakpflanzen.............................................................................................................. 84 
Abb. 22: Western-Blot Analyse zum Nachweis der IL-4 DM Expression in transgenen BY-2 
  Suspensionskulturen. ..................................................................................................................... 87 
Abb. 23: Western-Blot Analyse der IL-4 DM Expression in (über-)transformierten BY-2 
  Suspensionszellinien...................................................................................................................... 88 
Abb. 24: Western-Blot Analyse zum Nachweis unterschiedlicher IL-4 DM Protein Bandenmuster im 
  Kulturüberstand von BY-2 Suspensionskulturen........................................................................... 89 
Abb. 25: Western-Blot Analyse zum Nachweis der IL-4 DM Expression in der Chloroplasten- 
  fraktion infiltrierter Tabakblätter. .................................................................................................. 92 
Abb. 26: Agarosegelelektrophorese der Kontroll-PCRs zum Nachweis der pPAC-di IL-4 DM 
  Expressionskassette in transformierten Tabakpflanzen ................................................................. 94 
Abb. 27: Schematische Darstellung der CD124ex Expressionskassetten in pTRAkc und pTRAhc.............. 96 
Abb. 28: Western-Blot Analyse zum Nachweis der CD124ex Expression in infiltrierten Tabakblättern. .... 98 
Abb. 29: Western-Blot Analysen zum Nachweis der CD124ex Expression in T0- und T1-Generationen 
  transgener Tabakpflanzen............................................................................................................ 100 
Abb. 30: Western-Blot Analyse der Koexpression von IL-4 DM und CD124ex in infiltrierten 
  Tabakblättern. .............................................................................................................................. 102 
Abb. 31: Western-Blot Analyse der CD124ex Expression in übertransformierten BY-2 Kalli................... 105 
Abb. 32: Darstellung der Korrelation zwischen den SRP-Signalen und den IL-4 DM Protein- 
   konzentrationen in Oberflächenplasmonresonanzmessungen...................................................... 107 
Abb. 33: Nachweis der transienten DsRed Expression in infiltrierten Tabakblättern. ............................... 109 
Abb. 34: Quantifizierung der transienten Expression von IL-4 DM und DsRed in Tabakblättern............. 110 
Abb. 35: Western-Blot Analyse zum Nachweis des Einflusses der Ionenstärke des Protein- 
  extraktionspuffers auf die IL-4 DM Ausbeute............................................................................. 114 
Abb. 36: Chromatogramm der Kationenaustauschchromatographie von IL-4 DM aus Blattextrakt.......... 116 
 
166  Anhang 
Abb. 37: Chromatogramm der Zn-IMAC von IL-4 DM aus Blattextrakt...................................................119 
Abb. 38: Western-Blot Analyse und SDS-PAGE zum Nachweis der Reinigung von IL-4 DM aus 
   infiltrierten Tabakblättern. ...........................................................................................................120 
Abb. 39: Western-Blot Analyse von Zeitreihenversuchen zur Akkumulation von IL-4 DM im  
   Überstand von BY-2 Suspensionskulturen ..................................................................................122 
Abb. 40: Western-Blot Analyse und SDS-PAGE zum Nachweis der Reinigung von IL-4 DM aus BY-2 
  Schüttelkolbenkulturen. ...............................................................................................................124 
Abb. 41: Western-Blot Analyse zum Nachweis der Reisolierung von IL-4 DM aus dem Zentri- 
  fugationspellet von BY-4 Kulturüberständen. .............................................................................128 
Abb. 42: Western-Blot Analyse und SDS-PAGE zum Nachweis der Reinigung von IL-4 DM aus  
  BY-2 Fermentationsüberständen..................................................................................................129 
Abb. 43: Durchflußzytometrische Analyse der Bindung von IL-4 DM an CD124-positive Ramoszellen. 132 
Abb. 44: Western-Blot Analyse zum Nachweis der Zuckerstrukturen des pflanzlich exprimierten 
  IL-4 DM.......................................................................................................................................138 
Abb. 45: MALDI-TOF Massenspektren der N-Glykane und Darstellung der identifizierten Zucker- 
  strukturen von IL-4 DM aus infiltrierten Tabakblättern. .............................................................139 
Abb. 46: MALDI-TOF Massenspektren der N-Glykane und Darstellung der identifizierten Zucker- 
  strukturen von IL-4 DM aus BY-2 Kulturüberstand....................................................................140 
VI.2 
VI.3 
Tabellenverzeichnis 
Tab. 1: Verschiedene Expressionssysteme zur Produktion rekombinanter Proteine.................................... 5 
Tab. 2: Ausgewählte in Pflanzen exprimierte pharmazeutische Proteine................................................... 13 
Tab. 3: Übersicht über die verwendeten Antikörper und Lektine .............................................................. 23 
Tab. 4: IL-4 DM Expressionsvektoren zur Agrobakterien-vermittelten Pflanzentransformation .............. 78 
Tab. 5: N- und C-terminale Aminosäuresequenzen von pflanzlich exprimiertem IL-4 DM.................... 135 
Tab. 6: Vergleich diverser IL-4 (DM) Expressionssysteme..................................................................... 160 
Abkürzungsverzeichnis 
A Adenin (in Verbindung mit DNA) 
AAL Aleuria aurantia Lektin 
abs. absolut 
A. tumefaciens Agrobacterium tumefaciens 
Abb. Abbildung 
Ag Antigen 
Ak Antikörper 
Amp/ AmpR Ampicillin/ Ampicillin-Resistenz 
AP alkalische Phosphatase 
APS Ammoniumpersulfat 
BAP 6-Benzylaminopurin 
BCIP 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphat 
Bio Biotin 
BP „binding protein“ 
Bp Basenpaare 
BY-2 „Bright Yellow 2“ (Varietät von N. tabacum) 
bzw. beziehungsweise 
C Cytosin (in Verbindung mit DNA) 
C Quervernetzungsgrad (in Verbindung mit PAA-Gelen) 
°C Grad Celsius 
ca. circa 
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CaMV „cauliflower mosaic virus“ 
Carb/ CarbR Carbenicillin/ Carbenicillin-Resistenz 
cDNA „coding desoxyribonucleic acid“ 
cGMP „certified Good Manufacturing Practice“ 
CHO „Chinese Hamster Ovary“ (Säugetierzellen) 
CHS Chalkonsynthase 
cm Zentimeter 
cm2 Quadratzentimeter 
ConA Concanavalin A 
C. reinhardtii Chlamydomonas reinhardtii 
CT-B B-Untereinheit des Cholera Toxins 
cTP Chloroplastentransitpeptid 
cv. Kultivar 
D Asparaginsäure 
dAb „single domain antibody“ 
d.h. das heißt 
dhfr Dihydrofolatreduktase 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA „desoxyribonucleic acid“ 
dNTP desoxy Nukleosidtriphosphat 
dpi „days post inoculation“ 
dsDNA „double-stranded desoxyribonucleic acid“ 
DsRed „red fluorescent protein“ 
DTT Dithiothreitol 
E. coli Escherichia coli 
EDTA Ethylendiamintetraacetat 
ER endoplasmatisches Retikulum 
et al. und andere 
F Flußrate 
F(ab’)2 zwei über eine Disulfidbrücke verbundene Fab-Fragmente 
Fab „fragment antigen binding“, Fragment der Antigen-Bindungsstelle 
FACS „fluorescence activated cell sorter“ 
Fc „fragment constant“, Fragment der konstanten Region 
FDA „Food and Drug Administration“ 
FLW „fresh leaf weight“ 
G Guanin (in Verbindung mit DNA) 
GBSS „granule bound starch synthase“ 
γc-Kette „common gamma chain“ 
gfp „green fluorescent protein“ 
GlcNAc N-Acetylglucosamin 
G. max Glycine max 
h Stunde(n) 
HEPES N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N’-(2-ethansulfonsäure) 
HRP „horseradish peroxidase“ 
HSA Humanes Serum Albumin 
H. vulgare Hordeum vulgare 
Hyg/ HygR Hygromycin/ Hygromycin-Resistenz 
I Isoleucin 
IDA Iminodiessigsäure 
IgA/E/G/M Immunglobulin der Subklasse A/E/G/M 
IEP isoelektrischer Punkt 
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IL-4/IL-13 Interleukin-4/Interleukin-13 
IL-4 DM Interleukin-4 Doppelmutein 
IL-4R IL-4 Rezeptor (CD124) 
IMAC immobilisierte Metallionenaffinitätschromatographie 
kB Kilobasen 
Kd Dissoziationskonstante 
kDa Kilodalton 
Kan/ KanR Kanamycin/ Kanamycin-Resistenz 
kV Kilovolt 
l Liter 
L. Linné 
LPH* kodonoptimiertes murines Signalpeptid der schweren Kette von mAk24 
M Molar  
mA Milliampere 
mAk monoklonaler Vollängen-Antikörper 
MALDI-TOF-MS „matrix-assisted desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry“ 
Man Mannose 
MCS „multiple cloning site“ 
mer Nucleotidanzahl eines Primers 
MES 2-(N-Morpholino)ethansulfonsäure 
MS Murashige und Skoog 
µF Mikrofarad 
mg Milligramm 
µg Mikrogramm 
min Minute(n) 
ml Milliliter 
µl Mikroliter 
µm Mikrometer 
mM Millimolar  
µM Mikromolar 
mS Millisiemens 
MOPS 4-Morpholinpropansulfonsäure 
N Asparagin 
NAA α-Naphtalenessigsäure 
NBT Nitroblautetrazolium 
ng Nanogramm 
nm Nanometer 
nmol Nanomolar 
nos Nopalin-Synthase 
NTA N-nitrilo-tri-essigsäure 
N. tabacum Nicotiana tabacum 
Ω Ohm  
ocs Octopin-Synthase 
OD optische Dichte 
O. sativum Oryza sativum 
p.a. „pro analysi“ (Synonym für Analysenqualität) 
PAA Polyacrylamid 
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PBS Phosphat-gepufferte Saline 
PBS-T Phosphat-gepufferte Saline oder Salzlösung mit 0,05% (v/v) Tween-20 
PCR „polymerase chain reaction“ 
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PE Phycoerythrin 
pH negativer dekadischer Logarithmus der Hydroniumionenkonzentration 
pmol Picomol 
PPM „Prestained Protein Marker“ 
psi „pound per square inch“ 
PVDF Polyvinylidenfluorid 
Q Glutamin 
R Arginin 
rbcS1 kleine Untereinheit der Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase 
rbcL große Untereinheit der Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase 
RBS Ribosomenbindestelle 
Rif/ RifR Rifampicin/ Rifampicin-Resistenz 
RNA Ribonukleinsäure 
RNase Ribonuklease 
RSA Rinderserumalbumin 
RT Raumtemperatur 
RU „resonance units“, Resonanzeinheiten 
SAP „shrimps alkaline phosphatase“ 
SAR „scaffold attachment region“ 
S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae 
scFv „single chain fragment of the variable region“, Einzelketten-Antikörper 
SDS Natriumdodecylsulfat  
sec Sekunde(n) 
SOE „spliced by overlap extension“ 
Spec/ SpecR Spectionomycin/ Spectinomycin-Resistenz 
SRP „surface plasmon resonance“ 
Strep Streptavidin 
S. tuberosum Solanum tuberosum 
T Thymin (in Verbindung mit DNA) 
T Totalmonomer-Konzentration (in Verbindung mit PAA-Gelen) 
Tab. Tabelle 
T. aestivum Triticum aestivum 
Taq Thermus aquaticus 
TBE Tris/Borsäure/EDTA-Puffer 
TEV „tobacco etch virus“ 
Th2 T-Helferzellen vom Typ 2 
Tm Primer-Schmelztemperatur 
TMV „tobacco mosaic virus“ 
Tp Primer-Anlagerungstemperatur 
Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan 
TSP „total soluble protein“ 
U „unit(s)“ (Einheit der Enzymaktivität) 
u.a. unter anderem 
ubi Ubiquitin 
üN über Nacht 
UpM Umdrehungen pro Minute 
UTR untranslatierte Region 
UV Ultraviolett 
V Valin 
V Volt 
V Volumen 
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v.a. vor allem 
vgl. vergleiche 
Vol. Volumen 
(v/v) „volume per volume“, Volumenprozente vom Gesamtvolumen 
vvm Gasvolumen·(Gesamtvolumen·min)-1 
W Watt 
WT Wildtyp 
(w/v) „weight per volume“, Massenprozente vom Gesamtvolumen 
X Adenin, Cytosin, Guanin oder Thymin (in Verbindung mit DNA) 
Xyl Xylose 
Y Tyrosin 
z.B. zum Beispiel 
Z. mays Zea mays 
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